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PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(rdgle61.2du PCT) 



ill 



■ V-'- 



Date d'expedition (jour/mo is/an nee) 
#$21 juin 2000 (21 .06.00) 



Demande Internationale no 
WPCT7IB99/01719 



Date du depot international (jour/mois/annee) 
20 octobre 1999 (20.10.99) 



Destinataire: 



Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office •' 
Box PCT. 

Washington, D.C.20231 / 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

-v.V^; en saqualjte ^'office elu 



• v 7;};.V. - 



Reference du dossier du deposant oii du mandataire 

■ ■ ■ 



MD/U04B3120 



Date de priorite Oour/mois/annee)^ 

20 octobre 1998 (20.1 CK98) 



Deposant 

.CAROL, Pierre etc 



fl1&4:L'offlce'd6s"igne est avis6 de son election qui 

^W^Ry ?^ an $ ,a demands d exa 
international le: " 




j | dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le 



2. Selection [XJ aetefaite •> X';' 

| | n*a pas ete faite 

avant I'expiration d'un delat de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 





Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 

no de telecopies: (41-22) 740.14.35 


Fonctionnaire autorise 

Juan Cruz 

no de telephone: (41-22) 338.83.38 



if 



Formulaire PCT/IB/331 (juillet 1992) 



IB9901 71 9 



PCT 

REQUEST 

The undersigned requests that the present 

international application be processed 
according to the Patent Cooperation Treaty. 



For rece^^MDffice use only 



International Application No. PCT/IB99/0 1719 



International Filing Date October 20, 1999 



Name of receiving Office and "PCT International Application" 



Applicant's or agent's file reference 

(if desired) (12 characters maximum) MD/U04B3 120 



Box No. I TITLE OF INVENTION 

cDNA SEQUENCE TRANSCRIBING AN mRNA ENCODING THE TERMINAL OXIDASE ASSOCIATED WITH CAROTENOID 
BIOSYNTHESIS, AND USES THEREOF 



Box No. II APPLICANT 



1 | This person is also inventor 



Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 
UNIVERSITE JOSEPH FOURIER 
BP 53 

38041 GRENOBLE CEDEX 9 
FRANCE 



Telephone No. 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 



Applicant's registration No. with the Office 



State (that is, country) of nationality: 

FRANCE 


State (that is, country) of resi 


dence: 

FRANCE 


This person is applicant 1 1 all designated 

for the Durooses of: 1 1 States 


7i all designated States except the i 1 the United States [ 1 the States indicated m the 

/\ United States of America | | of America only | | Supplemental Box 


Box No. Ill FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 





Name ana aaaress: (t amity name jouowea oy given name,jur u tc^ui *smny t ju» w^**** 

The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 

Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 



CAROL Pierre 

Universite Joesph FOURIER 

Genetique Moleculaire des Plantes 

CERMO BP 53X 

38041 Grenoble Cedex 

France 



| 1 applicant only 

EX] applicant and inventor 

| 1 inventor only {If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 



Applicant's registration No. with the Office 



State (that is, country) of nationality: 



FRANCE 



This person is applicant for 
the purposes of: 



State (that is, country) of residence: 



FRANCE 



□ 



all designated | 1 all designated States except 



States 



□ 



the United States of America 



the United States 
/\ of America only 



□ the States indicated in the 
Supplemental Box 



^X^ Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet. 



Box No. IV AGENT OR COMMON REP RESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE 

| 1 common representative 



The person identified below is hereby/has been appointed to act on behalf of the 
applicant(s) before the competent International Authorities as: 



agent 



Name and address : (Family name followed by given name; for a legal entity, full official 

designation. The address must include postal code and name of country.) 

CABINET GERMAIN & MAUREAU 
BP 6153 

69466 LYON CEDEX 06 
FRANCE 



Telephone No. 

04 72 69 84 30 



Facsimile No. 

04 72 69 84 31 



Teleprinter No. 



Agent's registration No. with the Office 



□ 



Address for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the space above is used 
instead to indicate a special address to which correspondence should be sent. 



Form PCT/RO/101 (first sheet) (March 2001) 



See Notes to the request form 



Sheet No. 2 



Continuation of Box No. m FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) 

If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the request. 



NTOR(S) 



Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 

KUNTZ Marcel 
Universite Joseph FOURIER 
Genetique Moleculaire des Plantes 
CERMO BP 53X 



This person is: 

1 1 applicant only 

[X] applicant and inventor 

| 1 inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 



38041 GRENOBLE CEDEX 
FRANCE 


Applicant's registration No. with the Office 


State (that is, country) of nationality: 

FRANCE 


State (that is, country) of residence: 

FRANCE 


This person is applicant for j 1 all designated | 1 all designated States except theU 

the purposes of 1 1 States 1 1 the United States of America |/\J of An 


nited States 1 1 the States indicated in the 

tierica only I I Supplemental Box 



Name and address: (Family name followed by given name; Jor a legal entity, jut 1 ojjiciai aesignauun. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant 's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 



MACHE Regis 
Universite Joseph FOURIER 
Genetique Moleculaire des Plantes 
CERMO BP 53X 

38041 GRENOBLE CEDEX 
FRANCE 



This person is: 

1 I applicant only 

[X] applicant and inventor 

1 1 inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 



Applicant's registration No. with the Office 



State (that is, country) of nationality: 

FRANCE 


State (that is, country) of resi 


dence: 

FRANCE 


This person is applicant for 
the purposes of: 


1 all designated 1 1 all designated States except ^~p> the Ut 

1 States 1 1 the United States of America X\ of An 


lited States | 

lerica only | 


the States indicated in the 
Supplemental Box 



Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 



This person is: 

1 I applicant only 

I 1 applicant and inventor 

I I inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 



Applicant's registration No. with the Office 



State (that is, country) of nationality: 


State (that is, country) of res 


dence: 


This person is applicant for 1 1 all designated 

the purposes of: [ 1 States 


□ 


all designated States except 1 1 the Ui 

the United States of America I I of An 


lited States 
lerica only 


1 the States indicated in the 

| Supplemental Box 



Name and address: (Family name Jollowea by given name;jor a tegai enuiy.juu ujjwui uvtignuuvn. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this 
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 



I j applicant only 

1 I applicant and inventor 

□ 



inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 



Applicant's registration No. with the Office 



State (that is, country) of nationality: 



State (that is, country) of residence: 



This person is applicant for 
the purposes of: 



n 



States 



□ 



the United States of America 



□ the United States 1 1 
of America only I I 



the States indicated in the 
Supplemental Box 



| I Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet. 
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Box No. V DESIGNATION OF STATES 



Mark the applicable check-boxes below; at least one must be marked. 



The following designations are hereby made under Rule 4.9(a): (Double-click here if you want all the boxes below checked.) 
Regional Patent 



□ AP 



□ EA 



El EP 



□ OA 



ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan, 
SL Sierra Leone, SZ Swaziland, TZ United Republic of Tanzania, UG Uganda, ZW Zimbabwe, and any other State 
which is a Contracting State of the Harare Protocol and of the PCT 

Eurasian Patent: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZ Kazakhstan, MD Republic of 
Moldova, RU Russian Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other State which is a Contracting State 
of the Eurasian Patent Convention and of the PCT 

European Patent: AT Austria, BE Belgium, CH & LI Switzerland and Liechtenstein, CY Cyprus, DE Germany, 
DK Denmark, ES Spain, FI Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece, IE Ireland, IT Italy, 
LU Luxembourg, MC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal, SE Sweden, TR Turkey, and any other State which is a 
Contracting State of the European Patent Convention and of the PCT 

OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Central African Republic, CG Congo, CI Cote d'lvoire, 
CM Cameroon, GA Gabon, GN Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal, 
TD Chad, TG Togo, and any other State which is a member State of OAPI and a Contracting State of the PCT (if other 
kind of protection or treatment desired, specify on dotted line) 



National Patent (if other kind of protection or treatment desired, specify on dotted line): 

□ AE United Arab Emirates 

□ AG Antigua and Barbuda 
n AL Albania 

□ AM Armenia 

□ AT Austria 

□ AU Australia 

□ AZ Azerbaijan 

□ BA Bosnia and Herzegovina 



□ BB 

□ BG 

□ BR 

□ BY 

□ BZ 
[g| CA 

□ CH, 

□ CN 

□ CO 

□ CR 

□ cu 

□ cz 

□ DE 

□ DK 

□ DM 

□ DZ 

□ EE 

□ ES 

□ FI 

□ GB 

□ GD 



Barbados 

Bulgaria 

Brazil 

Belarus 

Belize 

Canada 

I LI Switzerland and Liechtenstein 

China 

Colombia 

Costa Rica 

Cuba 

Czech Republic 

Germany 

Denmark 

Dominica 

Algeria 

Estonia 

Spain 

Finland 

United Kingdom 
Grenada 



□ 


GE 


Georgia 


□ MW 


□ 


GH 


Ghana 


□ MX 


□ 


GM 


Gambia 


□ MZ 


□ 


HR 


Croatia 


□ NO 


□ 


HU 


Hungary 


□ NZ 


□ 


ID 


Indonesia 


□ PL 




IL 


Israel 


□ PT 


□ 


IN 


India 


□ RO 


□ 


IS 


Iceland 


□ RU 




JP 


Japan 


□ SD 


□ 


KE 


Kenya 


□ 


KG 


Kyrgyzstan 


□ SE 


□ 


KP 


Democratic People's 


□ SG 






Republic of Korea 


□ SI 


□ 


KR 


Republic of Korea 


□ SK 


□ 


KZ 


Kazakhstan 


□ SL 


□ 


LC 


Saint Lucia 


□ TJ 


□ 


LK 


Sri Lanka 


□ TM 


□ 


LR 


Liberia 


□ TR 


□ 


LS 


Lesotho 


□ TT 


□ 


LT 


Lithuania 


□ TZ 


□ 


LU 


Luxembourg 


□ 


LV 


Latvia 


□ UA 


□ 


MA 


Morocco 


□ UG 


□ 


MD 


Republic of Moldova 


US 


□ 


MG 


Madagascar 


□ uz 


□ 


MK 


The former Yugoslav 


□ VN 






Republic of Macedonia 


□ YU 








□ ZA 


□ 


MN 


Mongolia 


□ zw 



Malawi 

Mexico 

Mozambique 
Norway 

New Zealand 

Poland 

Portugal 

Romania 

Russian Federation . 



Sudan 

Sweden 

Singapore 

Slovenia 

Slovakia 

Sierra Leone 

Tajikistan 

Turkmenistan 

Turkey 

Trinidad and Tobago. . 



United Republic of Tanzania 

Ukraine 

Uganda 

United States of America .. 

Uzbekistan 

Viet Nam 

Yugoslavia 

South Africa 

Zimbabwe 



Check-boxes reserved for designating States which have become party to the PCT after issuance of this sheet 

□ □ 

□ □ □ 



Precautionary Designation Statement: In addition to the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all 
other designations which would be permitted under the PCT except the designation(s) indicated in the Supplemental Box as being 
excluded from the scope of this statement. The applicant declares that those additional designations are subject to confirmation and 
that any designation which is not confirmed before the expiration of 15 months from the priority date is to be regarded as withdrawn 
by the applicant at the expiration of that time limit. (Confirmation (including fees) must reach the receiving Office within the 
15-month time limit.) 
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Box No. VI PRIORITY CLAIM 



The priority of the following earlier application(s) is hereby claimed: 



Filing date 
of earlier application 
(day/month/year) 



item(l) 
20 October 1998 



item (2) 



item (3) 



item (4) 



item (5) 



Number 
of earlier application 



98.13283 



Where earlier application is: 



national application: 
country 



FRANCE 



regional application:* 
regional Office 



international application: 
receiving Office 



| | Further priority claims are indicated in the Supplemental Box. 



The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy of the earlier application(s) 
(only if the earlier application was filed with the Office which for the purposes of this international application is the receiving 
Office) identified above as: 



□ all 



items 



I | item(l) □ item (2) 



□ item (3) □ item (4) □ item (5) □ other, see 

Supplemental 
Box 



*Where the earlier application is an ARIPO application, indicate at least one country party to the Paris Convention for the Protection of 
Industrial Property or one Member of the World Trade Organization for which that earlier application was filed (Rule 4. I 0(b)(ii)): 



Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 



Choice of International Searching Authority (ISA) (if two or more International Searching Authorities are competent to carry out the 
international search, indicate the Authority chosen; the two-letter code may be used): 

ISA /EP 



Request to use results of earlier search: reference to that search (if an earlier search has been carried out by or requested from the International 
Searching Authority): 

Number Country (or regional Office) 

FA 565157 FRANCE 



Date (day/month/year) 
29 July 1999 



Box No. VIII DECLARATIONS 



The following declarations are contained in Boxes Nos. Vm (i) to (v) (mark the applicable check-boxes below and indicate in 
the right column the number of each type of declaration): 



Number of 
declarations 



I | Box No. VIII (i) 

I | Box No. VIII (ii) 

| | Box No. VIII (iii) 

I | Box No. VIII (iv) 

I | Box No. VIII (v) 



Declaration as to the identify of the inventor 

Declaration as to the applicant's entitlement, as at the international filing date, to apply for 
and be granted a patent 

Declaration as to the applicant's entitlement, as at the international filing date, to claim the 
priority of the earlier application 

Declaration of inventorship (only for the purposes of the designation of the United States of 
America) 

Declaration as to non-prejudicial disclosures or exceptions to lack of novelty: 
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Box No. IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING 



28 
04 
01 
05 



This international application contains: 

(a) the following number of sheets in 
paper form: 

request (including declaration sheets) 

:04 

description (excluding sequence listing 
part) 

claims 

abstract 

drawings 

Sub-total number of sheets 

sequence listing part of 

description (actual number of 

sheets if filed in paper form, 

whether or not also filed in 

computer readable form; see 

(b) below) : 06 

Total number of sheets : 48 

(b) sequence listing part of description filed in 
computer readable form 

(i) □ only (under Section 

801(a)(0) 

(ii) □ in addition to being 

filed in paper form 
(under Section 
801(a)(ii)) 

Type and number of carriers (diskette, 
CD-ROM, CD-R or other) on which the 
sequence listing part is contained 
(additional copies to be indicated under 
item 9(ii), in right column) '. 



Figure of the drawings which 
should accompany the abstract: 1 



This international application is accompanied by the following 
item(s) (mark the applicable check-boxes below and indicate in 
right column the number of each item): 



Number of 
items 



1. 
2. 
3. 
4. 

5. 
6. 

7. 

8. 



10. 



I I fee calculation sheet 

□ original separate power of attorney 

□ original general power of attorney 

□ copy of general power of attorney; reference number, 
if any: 

f~l statement explaining lack of signature 

□ priority document(s) identified in Box No. VI as 
item(s): 

□ translation of international application into 
(language): 

□ separate indications concerning deposited 
microorganism or other biological material 

□ sequence listing in computer readable form (indicate 
also type and number of carriers (diskette, CD-ROM, 
CD-R or other )) 

(i) □ copy submitted for the purposes of international 

search under Rule \3ter only (and not as part of 
the international application) 

(ii) □ (only where check-box (b)(i) or (b)(ii) is marked 

in left column) additional copies including, where 
applicable, the copy for the purposes of 
international search under Rule \3ter 

(iii) □ together with relevant statement as to the identity 

of the copy or copies with the sequence listing 
part mentioned in left column 

□ other (specify) 



Language of filing of the 

international application: FRENCH 



Box No. X SIGNATURE OF APPLICANT, 

Next to each signature, indicate the name of the person 
the request). 



AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE 

signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from reading 



CABINET GERMAIN & MAUREAU 
Mireille DIDIER 

L YON/FRANCE, 20 October 1999 



1. 


Date of actual receipt of the purported 
international application: 






2. Drawings: 


3. 


Corrected date of actual receipt due to later but 
timely received papers or drawings completing 
the purported international application: 






| | received: 


4. 


Date of timely receipt of the required 
corrections under PCT Article 1 1(2): 






I | not received: 


5. 


International Searching Authority 

(if two or more are competent): ISA / 


«. □ 


Transmittal of search copy delayed 
until search fee is paid 





For International Bureau use only 



Date of receipt of the record copy 
by the International Bureau: 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORlg 

(PCT Article 36 and Rule 70) 
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Applicant's or agent's file reference 
MD/U04B3120 



International application No. 

PCT/IB99/01719 



lb 

m 

o 
rn 

< 
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SeeNotificationofTransminaloflnfe^ational Preki^iarv"" 
FOR FURTHER ACTION Examinatl0n Report (Form PCT/IPEA/416) 



International filing date (day/month/year) 
20 October 1999 (20.10.99) 



Priority date {day/month/year) 

20 October 1998 (20.10.98) 



international Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/82, 9/02, 5/10, G01N 33/50, A01H 5/00 



Applicant 



UNIVERSITE JOSEPH FOURIER 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for 
70.16 and Section 607 of the 

These annexes consist of a total of _ 



□ 1 niS rCUUI I IS disci attui i ipm i » , . Dla 

amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 


X 


f] 


El 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

22 May 2000 (22.05.00) 


Date of completion of this report 

26 January 2001 (26.01.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DB99/01719 



. Basis of the report 



1 . With regard to the elements of the international application:* 
| ] the international application as originally filed 

[X3 the description: 

pages 

pages _ 

pages 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



El 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-16 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 1 9 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/5-5/5 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



1-6 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. . 
These elements were available or furnished to this Authority in the following language wnicn is. 

| | t he language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 

| | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

| | the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

^ contained in the international application in written form. 

[X] filed together with the international application in computer readable form. 

| | furnished subsequently to this Authority in written form. 

| | furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

| | The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 

international application as filed has been furnished. 
| | The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 

been furnished. 

4. The amendments have resulted in the cancellation of: a 
1 1 the description, pages 

I | the claims, Nos. 

I | the drawings, sheets/fig 



I — I This report has been established as if (some oO the amendments had not been made, since they have been considered to go 
5 ' ' — I beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as 'originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 74) . I o 

and 70.17). 

**Anv replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/IB99/01719 



II. Priority 



□ This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed time 
limit the requested: 

| | copy of the earlier application whose priority has been claimed. 

| | translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

^ r— | This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has been found invalid 
Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 
3. Additional observations, if necessary: 

See Supplemental Sheet 



Form PCT/IPEA/409 (Box II) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



IntMional application No. 
PCT/IB 99/01719 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: 1 1 . 

The subject matter of the present application, relating 
to a method for selecting herbicidal compounds and 
involving contacting cells or cell membranes according to 
Claim 12 with said agent (Claim 16) is absent from the 
priority document since it has been introduced for the 
first time on the filing date of the present application. 
The priority claimed is therefore not valid for said 
subject matter. 

The following documents have been cited as P documents: 
PLANT CELL, Vol.11, January 1999, pages 57-68, Carol et 
al . 'Mutations in the Arabidopsis gene IMMUTANS cause a 
variegated phenotype by inactivating a chloroplast 
terminal oxidase associated with phytoene desaturation' 
PLANT CELL, Vol.11, January 1999, pages 43-55, Wu et al . 
'The IMMUTANS variegation locus of Arabidopsis defines a 
mitochondrial alternative oxidase homolog that functions 
during early chloroplast biogenesis' . 

However, the documents in question neither describe nor 
suggest such a method: they have not therefore been used 
to establish the present opinion. 
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1, 3, 5-16 



2, 4 



1, 3, 5-16 



2, 4 
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NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 
Dl: Newman et al . x Genes galore: a summary of methods 
for accessing results from large-scale partial 
sequencing of anonymous Arabidopsis cDNA clones' 
EMBL SEQUENCE DATA LIBRARY, 3 February 19 95 
D2 : Bevan et al . * Arabidopsis thaliana chromosome 4, BAC 
clone T10/14' EMBL SEQUENCE DATA LIBRARY, 3 February 
1998 



1. Dl and D2 implicitly describe the antisense 
sequences of Claims 2 and 4 . 

As a consequence, the subject matter of Claims 2 and 
4 does not meet the requirement of novelty of PCT 
Article 33 (2) . 

2. The other claims meet the requirement of novelty of 
PCT Article 33(2) and the requirement of inventive 
step of PCT Article 33(3) . 

3. There may be doubts as to the usefulness (that is to 
say, industrial applicability) of the complex of 
Claim 6 (PCT Article 33(4)) . In particular, the way 
in which said complex contributes to solving the 
technical problem underlying the present application 
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is unclear (PCT Article 5) , even if it is obvious 
that such a complex must be obtained in vivo between 
native mRNAs and antisense RNAs resulting from the 
expression of an exogenous nucleic acid in order to 
inhibit the expression of the TOBC protein. In any 
case, nothing in the present application indicates 
for what end the production of such a complex would 
be industrially necessary. 
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(57) Abstract 

The invention concerns a cDNA (complementary deoxyribonucleic 
acid) sequence represented by SEQ ID NO: 1, transcribing a mRNA 
(messenger deoxyribonucleic acid), itself coding for the TOCB (terminal 
oxydase associated with carotenoid biosynthesis) represented by SEQ ID 
NO: 2, and the complementary sequence of SEQ ID NO:l, vectors 
transforming cell, plant or fragment of plant, and the method for modifying 
the production of carotenoids in a plant. 

(57) Abrege 

L' invention conceme une sequence d'ADNc (acide 
desoxyribonuclelque compleYnentaire) representee par SEQ ID NO:l, 
transcrivant un ARNm (acide desoxyribonucl6ique messager), lui-meme 
codant pour r enzyme OTBC (Oxydase Terminale associee a la Biosynthese 
des Carot6notdes) representee par SEQ ID NO: 2, ainsi que la sequence 
complementaire de SEQ ID NO:l, des vecteurs de transformations de 
cellule, de plante ou fragment de plante, et le proc6d6 pour modifier la 
production de carot6noi'des dans une plante. 



CCO CTC ACA TTO OOA TTC CTC ATT CTT CTT CTA AAA CCC OCA AAA TTT CTC CAT TTC TAC 
Ct 

CAA AAA TAT CCA ACT TTT ACT TTT CTT TOC TOT CAA ATT ATC TOC TCA AAT CTT TOO TTC 
121 

era acc cac atq oca occ att tca oqc atc tcc tct oar acq itq acq att tca coo cct 
a & & i s— c — i — s — s. — a — i — l — i — i — s — a — e 

1*1 

TTC CTT ACT CTT CCA CCC TCT ACA OCC OCC CTT TCO TAC AOC TCC TCT CAC CCA TTO CTT 



141 

CAT CAT CTT CCT CTC TCT TCT COT COT CTO CTA TTA 



A^ 



AAC AAT CAT CCA CTC CAA OCA 



301 

ACQ ATT TTO CAA CAC OAT CAA OAO AAA OTO C«J OTO CAO CAA TCO TTT AAA CCC OAO ACT 
T I LODDEEHVVVCESrHAET 
itl 

TCT ACT COT ACA CAA CCA CTT CAC CAC CCA AAT ATC ACT TCT TCT TCA ACT ACT CCT TTT 
STOTEPLCErwMfi S*STEAr 

«i V7 

CAO ACA TOO ATC ATC AAO CTT OAO CAA CCA OTO AAT OTT TTC CTT AC*' CAC TCO OTT ATT 
ETUI IK LEOOVMVri-TDfiVI 
4»1 

AAC ATA CTT CAC ACT TTO TAT COT CAC CCA ACA TAT OCA AGO TTC TTT CTT CTT OAfi ACA 
HI LOTL YKDHTYAR FFVLET 
541 V7 

ATT CCT AOA OTO CCT TAT TTT CCO TTT ATC TCT OTO CTA CAT ATC TAT CAC ACC TTT COT 

IfcUVrVFAfMSVLKHYBTrC 

tOl 

TOO TCO AGO AOA OCA CAT TAT TTC AAA CTA CAC TTT OCT CAO ACC TOO AAT CAA ATC CAT 
WWRRADVLRVtirACS WMEHII 

*ti X7 

CAC TTO CTC ATA ATC CAA CAA TTC COT OOA AAT TCT TOO TOC TTT CAT CCT TTT CTC OCT 

KLLIHCELOCKSWWrDftFLA 

731 

CAO CAC ATA OCA ACC TTC TAC TAC TTC A TO ACA OTO TTC TTO TAT ATC TTA ACC CCT AOA 
OHIATPYY FKTVF1»Y1 L S F K 

mi \7 

ato oca Tat cac ttt tco caa tot oto cao act cat oca tat oao act tat gat aaa ttt 

KAYHPS ECVeSHAYCTVDKr 

CTC AAO CCC ACT OGA^O^O CAC TTO AAC AAT ATC CCT OCA CCO CAT ATC OCA CTA AAA TAC 
LKASOCrt-KNHCAPOIAVKV 
«1 V7 

TAT ACQ OCA COT CAC TTO TAC TTA TTT CAT CAC TTC CAA ACA TCA ACA ACT CCC AAT ACT 
YTOOD1.YLFOEFOT««TP»IT 

*« 

CCA ACA CCA OTA ATA CAA AAT CTA TAC OAT OTO TTT OTO AAC ATA ACA OAT OAT CAA CCA 



r ATT ACA AOT TAA TAA ATT AOA AAO TAA 
CEOIVOCLKKS1TB 
1301 

ACT AAA AAA OAT TAT TTO TAT CAO CTC ATO AAC AAT AOA TAT AAT CCC ATA TAC TTO OCA 

nil 

ATA AAO OAA TAA TOT OAA ATT CCC ATC CTT OTO CTA CTO TOT OAO AOA ATC AAA TAC CCT 
1321 

AAT OAT OTA AAT OTA CTT TOA TOA OCT TAA OTC OTT OTA CAC CAT TTT ATC AAA AAA AAA 
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SEQUENCE D'ADNC TRANSCRIVANT UN ARNm CODANT POUR L * OXYDASE TERMINALS 
ASSOCIEE A LA BIOSYNTHESE DES CAROTENO I DES ET UTILISATIONS 

L' invention concerne une sequence d'ADN (acide 
desoxyribonucl£ique) decrite par SEQ ID NO:l, transcrivant un 
5 ARNm (acide desoxyribonucleique messager) , lui-meme codant 
pour 1' enzyme OTBC (Oxydase Terminale associee a la 
Biosynthese des Carotenoides) decrite par SEQ ID NO: 2, ainsi 
que des vecteurs de transformation de cellule, de plante ou 
fragment de plante, et le procede pour modifier la production 

10 de carotenoides dans une plante, 

Les carotenoides sont des pigments lipophiles 
synthetises chez les plantes, les champignons et les 
bacteries. Dans les tissus photosynthetiques , les carotenoides 
ont une f onction de pigment accessoire d' absorption de la 

15 lumiere et surtout de photoprotection contre les radicaux 
libres, tels que 1* oxygene singulet. 

Chez les plantes et certains micro-organismes, la 
voie biosynthetique des carotenoides produit des carotenes, 
des xanthophylles et leurs derives. Ces composes sont 

2 0 synthetises a partir du phytoene qui est modifie par des 
reactions de deshydrogenation successives pour produire du 
phytofluene, du zeta-carotene, du neurosporene puis du 
lycopene. Le lycopene s'accumule dans certain cas, donnant par 
exemple le pigment rouge de la tomate, ou plus generalement se 

25 retrouve sous forme modifiee par cyclisation, pour former de 
1' alpha- ou du beta-carotene. Ces carotenoides cyclises sont 
les precurseurs de la vitamine A, et peuvent s' accumuler ou 
donner, par des reactions d' oxydation, les xanthophylles, qui 
sont des pigments jaunes, roses, oranges ou rouges. 

30 Les etapes de deshydrogenation successives du phytoene sont 
catalysees chez la plupart des micro-organismes par une enzyme 
unique appelee phytoene desaturase CRTI . Chez les plantes et 
les cyanobacteries, deux enzymes apparentees existent. La 
premiere, appelee phytoene desaturase (PDS), catalyse la 

35 conversion du phytoene en phytofluene puis en zeta-carotene. 
La seconde, appelee z£ta-carotene desaturase (ZDS), catalyse la 



CONFIRMATION COPY 



WO 00/23605 

PCT/IB99/01719 



15 



conversion du zeta-carotene en neurosporene puis en 
lycopene. Chacune de ces reactions de deshydrogenation 
necessite le transfert de deux electrons et deux protons 
du substrat vers un accepteur. Ces reactions de 
5 deshydrogenation necessitent done des enzymes, dites 
structurales, et des cofacteurs, qui sent des 
intermedia ires dans les reactions d • oxydoreduction. 

Les inventeurs de la presente invention ont 
decouvert un nouveau gene codant pour une enzyme appelee 
10 OTBC (Oxydase Terminale associee a la Biosynthese des 
Carotenoides), impliquee dans la biosynthese des 
carotenoides. II semble que cette enzyme soit placee dans 
les membranes des chloroplastes et soit indispensable au 
bon f onctionnement de la PDS. 

Un premier objet selon 1 ' invention concerne done 
une sequence d'ADN, comprenant au moins une region codante 
constitute par : 

- la sequence nucleotidique representee par 
SEQ ID NO :l, transcrivant un ARNm, cet ARNro codant pour 
1» enzyme OTBC (Oxydase Terminale associee a la Biosynthese 
des Carotenoides) decrite par SEQ ID NO: 2, 

- la sequence nucleotidique modifiee de la 
sequence SEQ ID N0:1, telle que decrite ci-dessus, 
particulierement par mutation et/ou addition et/ou 

25 suppression et/ou substitution d'un ou de plusieurs 
nucleotide (s) , cette sequence modifiee transcrivant un 
ARNm lui-meme codant pour l'OTBC decrite par SEQ ID NO: 2, 
ou codant pour une proteine modifiee de ladite OTBC, 
ladite proteine modifiee ayant une activite enzymatique 
equivalente a celle de l'OTBC representee par SEQ ID NO:2. 

En particulier, 1* invention concerne les sequences 
codantes de l'OTBC de la tomate, identifiee par 
SEQ ID NO : 3, et du poivron, identifiee par SEQ ID NO :4, 
respectivement, et toute sequence derivee obtenue par 
35 modification de ces sequences. 
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Le gene codarvt pour l'OTBC est une double helice 
d • ADN , comprenant des introns et des exons. La sequence 
SEQ ID NO:l est le brin complementaire (sans les introns) 
ou ADNc , correspondant au brin d 'ADN transcrivant l'ARNm 
5 codant pour 1 ' OTBC . 

Par activite enzymatique equivalente, on entend 
que 1' enzyme, bien que pouvant etre modifiee 
structure llement dans certaines de ses parties, est 
neanmoins capable de modifier son substrat. Son activite 
10 est sensiblement la meme que celle de 1 1 enzyme native. On 
comprendra que cette enzyme ne peut pas etre modifiee au 
niveau de son site actif. De ce fait, toute modification 
apportee a la sequence native, par addition, suppression 
ou substitution d'un ou plusieurs acides amines, s 1 entend 
15 comme engendrant une activite enzymatique equivalente dans 
la mesure oil 1' activite de la proteine native n'est pas 
affectee par ces modifications. 

Un second objet selon 1' invention concerne une 
sequence d'ADN comprenant au moins une region codante 

2 0 constitute par: 

- la sequence nucleotidique complementaire 
representee par SEQ ID NO:l, cette sequence transcrivant 
un ARNm anti-sens capable de s'apparier avec l'ARNm 
transcrit par la sequence complementaire de SEQ ID NO: 1, 

25 - la sequence nucleotidique modifiee de la 

sequence decrite ci-dessus, par mutation et/ou addition 
et/ou suppression et/ou substitution d'un ou plusieurs 
nucleotide (s) , cette sequence modifiee transcrivant un 
ARNm anti-sens capable de s'apparier avec un ARNm 

3 0 mentionne ci-dessus, 

- un fragment de 1 ' une des sequences 
nucleotidiques mentionnees ci-dessus, ledit fragment 
transcrivant un ARNm anti-sens capable de s'apparier avec 
l'ARNm cod6 par la sequence complementaire de SEQ ID NO:l. 

35 Par ADN, on peut entendre ADN complementaire (ou 

ADNc), c'est & dire la copie de l'ARNm sous sa forme d 'ADN 
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grace a lection d'une transcriptase inverse. L 1 ADNc ne 
comprend pas les introns des sequences d'ADN. 

On entend par « capable de s'apparier » dans la 
presente invention, le fait que dans des conditions 
d'hybridations donnees, les sequences nucleotidiques 
complementaires s'apparient. L'hoitune du metier connalt 
bien, selon les conditions d 1 hybridation utilisees, quel 
est le pourcentage d' identite que les sequences doivent 
presenter pour qu'un appariement ou une hybridation puisse 
se realiser. Les conditions de stringence pour obtenir un 
appariement de sequences voisines sont par exemple une 
hybridation dans 50% de formamide a 35°c. Pour ce qui 
concerne les conditions d 'hybridation, on se referera 
notamment a !• article « Molecular Cloning, a laboratory 
manual, second edition, Sambrook, Fritch & Maniatis, 1989. 
Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor, 
New York, USA ». 

On entend par « sequence nucleotidique modifiee » 
dans la presente invention, toute sequence nucleotidique 
presentant avec la sequence de reference un degre 
d" identite inferieur a 100%. 

Dans un mode de realisation prefere selon 
l 1 invention, les sequences nucleotidiques modifiees selon 
la presente invention comprennent approximativement au 
moins 70%, et mieux encore au moins 80%, de nucleotides 
identiques a ceux de la sequence nucleotidique representee 
par SEQ ID NO:l, ou de sa sequence complementaire . 

On entend par « identite de nucleotide », la 
comparaison, lorsque les deux brins sont alignes , de la 
sequence des nucleotides identiques presents sur les deux 
brins. On obtient de ce fait, en ramenant au nombre de 
nucleotides totaux, le pourcentage de nucleotides 
identiques, c'est a dire 1 • identite de nucleotide. 

Un troisieme objet selon 1' invention concerne un 
ARNm transcrit a partir de la sequence d'ADN selon la 
definition du premier objet, et plus particulierement 
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transcrit a partir de la sequence d 1 ADN representee par 
SEQ ID NO:l, ledit ARNm codant pour 1* enzyme OTBC decrite 
par SEQ ID NO: 2, ou pour un fragment ou une proteine 
modifiee de 1' enzyme, et presentant une activite qui est 
5 equivalente a ladite enzyme dans la plante. 

Un quatrieme objet selon 1' invention concerne un 
ARNm anti-sens transcrit a partir de la sequence d 'ADN 
selon le second objet de 1' invention, comprenant des 
nucleotides qui sont complementaires de la totalite ou 

10 d'une partie des nucleotides constituant 1 'ARNm natif, et 
capables de s'apparier avec ledit ARNm. 

Par « ARNm anti-sens », on entend une sequence 
d'ARN qui est complementaire d'une sequence de bases d'un 
ARNm correspondant , complementaire dans le sens oCl chague 

15 base (ou la majorite des bases) dans la sequence anti-sens 
(se lisant dans le sens 3' vers 5') est capable de 
s'apparier avec la base correspondante (G avec C, A avec 
U) dans la sequence d'ARNm se lisant dans le sens 5' vers 
3 ' . 

2 0 Un cinquieme objet selon 1 ' invention concerne une 

proteine ayant 1' activite de 1 ' enzyme OTBC decrite par 
SEQ ID NO: 2, ou toute proteine modifiee de ladite enzyme 
OTBC, particulierement par addition et/ou suppression 
et/ou substitution d'un ou plusieurs acides amines, ou 

2 5 tout fragment provenant de 1' enzyme OTBC ou d'une sequence 

modifiee de 1' enzyme, ledit fragment ou sequence modifiee 
presentant une activite enzymatique equivalente a celle de 
1 ' enzyme OTBC . 

Un sixieme objet selon 1 ' invention concerne un 

3 0 complexe forme entre un ARNm anti-sens defini dans le 

quatrieme objet selon 1" invention, et un ARNm codant pour 
une enzyme OTBC dans la plante. 

Un septieme objet selon 1' invention est un ADN 
recombine comprenant une sequence d'ADN definie dans le 
35 premier objet selon 1* invention, ladite sequence etant 
inseree dans une sequence heterologue, lesdites sequences 
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transcrivant tout ou partie d'une sequence ARNm codant 
pour tout ou partie de l 1 enzyme OTBC, cette derniere ayant 
une activite enzymatique equivalente a I 9 enzyme OTBC de la 
pi ante. 

5 Par « sequence heterologue » on entend, selon la 

presente invention, toute sequence pouvant etre coupee par 
des enzymes, et servant de ce fait a inserer d ' autres 
sequences presentant des activites diverses. 

Un huitieme objet selon I 1 invention est un ADN 

10 recombine comprenant une sequence d 'ADN definie dans le 
second objet selon l 1 invention, ladite sequence etant 
inseree dans une sequence heterologue, lesdites sequences 
transcrivant tout ou partie d'une sequence ARNm anti-sens 
capable de s 1 apparier avec un ARNm codant pour une enzyme 

15 OTBC dans la plante. 

Un neuvieme objet selon 1 • invention est un ADN 
recombine defini dans le septieme ou huitieme objet selon 
l 1 invention, comprenant les elements necessaires pour 
controler l 1 expression de la sequence inseree, 

2 0 particulierement une sequence promotrice et une sequence 

de terminaison de transcription desdites sequences. 

Un dixieme objet selon 1' invention concerne un 
vecteur de transformation de plantes, adapte pour 
augmenter la biosynthese des carotenoides, comprenant tout 
25 ou partie de la sequence nucl&otidique de SEQ ID N0:1 
comme definie dans le premier objet selon 1* invention, 
codant pour tout ou partie d'une enzyme impliquee dans la 
synthese des carotenoides, representee par SEQ ID NO: 2, 
precede par une origine de replication de la transcription 

3 0 des plantes, de maniere a ce que le vecteur puisse generer 

de 1 1 ARNm dans les cellules des plantes. 

Un on zi erne objet selon 1* invention concerne un 
vecteur de transformation de plantes, adapte pour diminuer 
ou arreter la biosynthese des carotenoides, comprenant 
35 tout ou partie du brin de la sequence nucleotidique 
compl^mentaire de SEQ ID N0:1 comme definie dans le second 
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objet selon 1' invention, precede par une origine de 
replication de la transcription des plantes, de maniere a 
ce que le brin complementaire transcrit puisse s'apparier 
a 1 ' ARNm codant pour 1' enzyme OTBC de la plante impliquee 
5 dans la synthese des carotenoides . 

L' invention peut done etre utilisee pour modifier 
la synthese des carotenoides, par exemple augmenter ou 
diminuer, voire arreter, la production des couleurs 
associees a la deshydrogenation du phytoene. Par exemple, 

10 l 1 inhibition de la couleur rouge dans les fruits tels que 
les tomates, par transformation avec un vecteur comprenant 
une sequence anti-sens, donne un fruit d'une couleur 
attrayante se rapprochant du jaune, comme celle de 
certains poivrons. II existe deja des tomates jaunes de 

15 cette sorte, mais la presente invention fournit un moyen 
de transferer la caracteristique couleur dans des lignees, 
sans qu'un programme de reproduction prolonge ne soit 
necessaire et puisse de ce fait engendrer 1' alteration 
d'autres caracteristiques de la plante. 

20 L 9 augmentation de la synthese des carotenoides, 

par transformation avec un vecteur comprenant une sequence 
sens, peut permettre de produire des tomates de couleur 
plus rouge, ce qui peut apparaltre plus appetissant au 
consommateur . L 1 invention peut egalement servir a 

2 5 introduire une couleur rouge a 1 1 inter ieur d'une plante, 
ailleurs que dans le fruit. L * augmentation de la synthese 
des carotenoides dans une plante peut etre effectuee en 
inserant une ou plusieurs copies f onctionnelles du gene 
d'ADN complementaire, ou le gene complet, sous controle 

30 d*un promoteur fonctionnel dans les cellules de plantes. 

Les vecteurs de transformation des plantes pour 
diminuer ou arreter la synthese des carotenoides, e'est Bl 
dire les vecteurs anti-sens, peuvent etre tres courts. 
Dans un mode de realisation pref erentiel , on choisira des 

35 sequences de bases homologues ayant une longueur d f au 
mo ins 10 bases. II n 1 existe pas de limite superieure 



WO 00/23605 



PCT/IB99/01719 



8 

th^orique a la sequence de bases, elle peut etre aussi 
longue que 1 1 ARNm produit par la plante. Dans un mode de 
realisation tres pref erentiel , on utilisera cependant des 
sequences de longueur comprise entre 100 et 1000 bases. 

On sait que les plantes mutantes chez qui le gene 
OTBC est inactif presentent un aspect panache, les plantes 
sont vertes et blanches. On propose une application de la 
strategie anti-sens, qui vise a eliminer la production 
d'ARNm et done de la protSine OTBC, qui viserait a 
produire des plantes au feuillage panache comme par 
exemple des plantes ornementales , de type Nicotiana ou 
Petunia ou toute autre plante ornementale , qui se prete a 
la transformation gehetique et qui pourrait recevoir une 
construction anti-sens dans le but d'empecher la 
production de la proteine OTBC. 

Les produits de recombinaison d'ADN peuvent etre 
fabriquSs en utilisant des techniques standards. Par 
exemple, la sequence d'ADN a transcrire peut etre obtenue 
en traitant un vecteur contenant ladite sequence avec des 
enzymes de restriction pour couper le segment approprie. 
La sequence d'ADN de transcription peut egalement etre 
engendree en cyclisant et liant des oligonucleotides 
synthetiques ou en utilisant des oligonucleotides 
synthetiques dans une PCR (« Polymerase Chain Reaction ») 
pour engendrer des sites de restriction a chaque 
extremite. La sequence d'ADN est alors clonee a 
1' inter ieur d'un vecteur contenant une sequence promotrice 
d* initiation et une sequence de terminaison. Si l'on 
desire obtenir une sequence d'ADN anti-sens, le clonage 
sera effectue de maniere a ce que la sequence d'ADN coupee 
soit inversee par rapport a son orientation dans le brin 
duquel elle a ete coupee. 

Dans un produit de recombinaison exprimant un ARN 
anti-sens, le brin qui etait initialement le brin matrice 
devient le brin codant, et vice versa. Le produit de 
recombinaison transcrira de ce fait un ARNm dont la 
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sequence de base est complementaire de tout ou partie de 
la sequence de l'ARNm de I 1 enzyme. De ce fait, les deux 
brins d'ARN sont complfementaires non seulement dans leurs 
sequences de bases mais egalement dans leur orientation 
5 (5* vers 3 • ) . 

Dans un produit de recombinaison exprimant un ARN 
sens, la ma trice et les brins transcrits gardent 
1 • orientation du gene initial de la plante. Les produits 
de recombinaison exprimant de 1 * ARN sens transcrivent un 

10 ARNm ayant une sequence de bases qui est homologue en tout 
ou partie avec la sequence de l'ARNm. Dans les produits de 
recombinaison exprimant 1 1 enzyme fonctionnelle, la region 
codante complete du^ gene est reliee a des sequences de 
controle de la transcription capables de s 1 exprimer dans 

15 la plante. 

Par exemple, les produits de recombinaison selon 
la presente invention peuvent etre fabriques comme decrit 
ci-apres. Un vecteur adapte contenant la sequence de base 
souhaitee pour la transcription, tel que notamment un 

2 0 clone d • ADN complementaire d'OTBC, est traite avec des 
enzymes de restriction pour couper la sequence. On clone 
alors 1 1 ADN ainsi obtenu, dans une orientation inversee si 
on le souhaite, dans un second vecteur contenant la 
sequence promotrice souhaitee et la sequence de 

2 5 terminaison souhaitee. Parmi les promoteurs adaptes, on 

peut citer le promoteur nomme 3 5S du virus du CaMV, a 
titre d 1 exemple de promoteur considere comme etant 
constitutif ; le promoteur du gene de la polygalacturonase 
de tomate (voir Bird et al., 1998, Plant Molecular 

3 0 Biology, 11:651-662) comme exemple de promoteur implique 

dans la regulation des fruits ; ou encore le promoteur du 
gene de la petite sous-unite de la ribulose bis-phosphate 
carboxylase, comme exemple de promoteur exprime dans les 
tissus verts. Les sequences de terminaison comprennent le 
3 5 terminateur NOS du gene nopaline synthase. 
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II peut Stre interessant de modifier l'activite 
enzymatique de la plante durant seulement le developpement 
et/ou le mdrissement des fruits. L • utilisation d'un 
promoteur constitutif tendra a modifier le taux et 
5 1' activity des enzymes dans toutes les parties de la 
plante transf ormee, alors que 1 • utilisation d'un promoteur 
specifique a un tissu controlera de maniere plus selective 
1' expression du gene et modifiera l'activite, par exemple 
la coloration des fruits. De ce fait, en mettant en oeuvre 

10 1' invention, par exemple dans des poivrons, il sera adapte 
d'utiliser un promoteur qui permettra 1' expression 
specifique au cours du developpement et/ou le mQrissement 
des fruits. Enfin, I'ARN sens ou anti-sens sera alors 
produit seulement dans les organes de la plante oH l'on 

15 souhaite qu'il y ait une action. Parmi ies promoteurs 
specifiques de developpement et ou de murissement des 
fruits qui peuvent etre utilises, on peut citer le 
promoteur de stimulation de la polygalacturonase (Demande 
de brevet internationale publiee sous le numSro 

20 WO-A-92/08798) , le promoteur E8 (Dieckman & Fiscer, 1998, 
EMBO, 7:3315-3320) et le promoteur specifique des fruits 
2A11 (Pear et al. , 1989, Plant Molecular biology, 13: 639- 
651) . 

Un douzieme objet selon 1 1 invention concerne une 

2 5 cellule de plante transf ormee par un vecteur defini dans 

le dixieme ou le onzieme objet selon 1' invention. 

L'homme de l'art dans la technique du genie 
genetique vegetal connait bien aujourd'hui les differentes 
techniques d'obtention de plantes genetiquement modifiees. 

3 0 On sait que la paroi vegetale const itue une barriere 

mecanique naturelle particulierement efficace a la 
penetration de tout materiel etranger dans la cellule et, 
en particulier, a celle d'ADN. Les differents techniques 
sp§cifiques d ' introduction de l'ADN dans la cellule 
35 v£g€tale sont par exemple 1 •utilisation de la bacterie 
Agrojbacteriujn tumefaclens , 1 ' electroporation de 
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protoplastes, la micro-injection d 1 ADN nu, 1 •utilisation 
de canon a particules ou biolistique, ou la transformation 
de protoplastes. 

Afin de pouvoir selectionner les cellules 
5 ef f ectivement transf ormees , on introduit, en plus du gene 
codant pour le caractere que l'on recherche, un g$ne 
marqueur. On choisira pref erentiellement un gene conferant 
une resistance a un antibiotique. Les cellules sont alors 
selectionnees par culture sur un milieu contenant cet 

10 antibiotique. Seules les cellules possedant le gene de 
resistance pourront se multiplier. La presence du gene 
d«interet peut egalement etre verifiee par hybridation 
avec de 1 1 ADN complement a ire de l'ADN introduit. 

Le produit de recombinaison selon 1 ' invention est 

15 transfere li l'interieur d'une cellule de plante cible. La 
cellule de plante cible peut etre une partie d'une plante 
complete ou peut etre une cellule isolee ou partie d'un 
tissu qui peut etre regenere a 1' inter ieur d'une plante 
complete. La cellule de plante cible peut etre choisie 

2 0 parmi toute espece de plante monocotyledone ou 

dicotyledone. Les plantes adaptees comprennent toute 
plante portant des fruits, telles que notamment les 
tomates, les mangues, les peches, les pommes, les poires, 
les f raises, les bananes, les melons, les poivrons, les 

25 piments, le paprika, les plantes ayant des feuilles, des 
fleurs ou tout autre organe dans lesquels on souhaite 
modifier le contenu en carotenoxdes . 

Les produits de recombinaison selon 1 1 invention 
peuvent etre utilises pour transformer toute plante, en 

30 utilisant toute technique adaptee pour transformer des 
plantes selon l 1 invention. Les cellules des plantes 
monocotyledones et dicotyledones peuvent etre transformees 
de diffSrentes manieres connues par l'homme de l f art. Dans 
la plupart des cas, les cellules de ces plantes, 

3 5 particulierement lorsque ce sont des cellules de plantes 

dicotyledones, peuvent etre mise en culture pour generer 
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une plante entiere qui se reproduit par la suite en 
engendrant des generations successives de plantes 
modifiees genet iquement . Tout procede adapte pour la 
transformation des plantes peut etre utilise. Par exemple, 
5 les plantes dicotyledones, telles que la tomate et le 
melon, peuvent etre transformees en utilisant le plasmide 
Ti Aarobacterium . De telles plantes transformees peuvent 
se reproduire par croisement, ou par culture de cellule ou 
de tissu. 

10 Un treizieme objet selon 1 1 invention concerne une 

plante, ou fragment de plante, particulierement fruit, 
graine, petale, feuille, comprenant des cellules definies 
selon le douzieme objet de I 1 invention. 

Les plantes ou fragments de plantes, genetiquement 

15 modifiees selon 1 ■ invention avec un vecteur comprenant une 
sequence sens, notamment pour augmenter la production de 
carotenoldes, comprennent un taux eleve en precurseur de 
la vitamine A par rapport au taux normal produit par la 
plante. 

2 0 Les carotenoides, outre leur role dans la couleur 

de la plante, ont egalement un role de protection des 
plantes contre les dommages que peut produire une haute 
intensite lumineuse. De ce fait, les plantes, contenant 
par modification genetique un taux plus eleve de ces 
25 carotenoldes, peuvent presenter un grand interet pour les 
regions o£t la culture s'effectue avec des changements de 
temperature importants . 

Les plantes modifiees genetiquement peuvent 
presenter des couleurs differentes, selon que l'on ait 

3 0 augments ou diminue la synthese des carotenoldes. Plus 

particulierement, les produits de recombinaison de l^TBC 
peuvent etre utilises pour stimuler ou inhiber la 
production des couleurs associees aux carotenoldes 
produits lors des reactions de desaturation, par exemple 
3 5 le lycopene rouge, ou derives de produits comme la couleur 
jaune/orange associee au beta-carotene. La stimulation de 
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la production des beta-carotenes, avec un produit de 
recombinaison sens de sur-expression, peut permettre de 
produire des poivrons de couleur jaune/ orange, ou bien une 
couleur determinee par un derive des beta-carotenes telle 
5 qu'un rouge plus intense, du fait de la biosynthese de 
capsorubine ou de capsanthine. Les poivrons obtenus 
s'avereront plus app^tissants par le consommateur . 

Comme exemple de plantes genet iquement modifiees 
selon la presente invention, on citera plus 

10 particulierement les plantes portant des fruits, Les 
fruits de ces plantes peuvent done etre rendus plus 
attirants pour le consommateur, en stimulant ou 
intensifiant a 1' inter ieur une couleur specif ique. Comme 
autres plantes qui peuvent etre modifiees genet iquement , 

15 on peut citer les tubercules tels que les radis, les 
navets et les pommes de terre, de meme que les cereales 
tels que le mals, le ble, 1 1 orge et le riz. 

Les plantes modifiees genetiquement selon 
1' invention, peuvent egalement contenir d ' autres produits 

2 0 de recombinaison, par exemple des produits de 

recombinaison ayant d 1 autres effets, notamment sur le 
mCtrissement des fruits. Par exemple, des fruits ayant une 
couleur plus intense, modifies selon la presente 
invention, peuvent egalement contenir des produits de 
25 recombinaison, soit qui inhibent la production de 
certaines enzymes telles que la polygalacturonase et la 
pectinesterase, soit qui interferent avec la production 
d 1 ethylene. Les fruits qui contiennent ces deux types de 
produits de recombinaison peuvent etre engendres, soit par 

3 0 des transformations successives, soit en croisant deux 

varietes qui contiennent chacune un des produits de 
recombinaison, puis en select ionnant parmi la descendance 
ceux qui contiennent les deux produits de recombinaison. 

Un quatorzieme objet selon 1* invention concerne un 
35 procede pour modifier la production de carotenoldes dans 
une plante, soit en augmentant la production de 
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carotenoldes, soit en abaissant ou inhibant la production 
de carotenoides par la plante, relativement au contenu 
normal de carotenoldes produits par la plante, ledit 
procede comprenant la transformation de cellules desdites 
5 plantes a transformer avec un vecteur defini dans le 
dixieme et le onzieme objet selon l f invention. 

Un quinzieme objet selon !• invention concerne un 
procede pour produire des carotenoldes dans une cellule de 
plante, ou eucaryote ou procaryote, ledit procede 

10 comprenant la transformation de cellules desdites plantes, 
des cellules eucaryotes ou procaryotes a transformer avec 
un vecteur defini dans le dixieme objet selon 1' invention. 

Les beta-carotenes, produits par un organisme 
eucaryote ou procaryote exprimant un produit de 

15 recombinaison codant pour 1 1 enzyme OTBC, peuvent etre 
extraits pour etre utilises en tant que colorant, anti- 
oxydant ou precurseur de la vitamine A. 

Enfin, 1* invention concerne aussi un procede pour 
la selection de compose presentant un caractere herbicide, 

2 0 selon lequel on met en contact ledit agent avec des 
cellules ou des membranes de cellules, notamment des 
cellules de 1* invention, et on observe une diminution de 
la consommation d'oxygene par les membranes desdites 
cellules, liee a l 1 inhibition de l 1 oxydase terminale 

2 5 associee a la biosynthese des carotenoldes. Des techniques 

appropriees pour effectuer cette observation sont 
notamment illustree dans l'exemple 6. 

La figure 1 presente la sequence d'ADNc et la 

3 0 sequence d'acides amines correspondante de l'OTBC. Le 

peptide N-terminal de transit potentiel du chloroplaste 
est souligne. Le point probable de clivage est indique par 
une etoile (*) . Les triangles ouverts indiquent la 
position des introns. 
3 5 La figure 2 montre la comparaison entre la 

proteine OTBC et la proteine AOX de la graine de soja. ( + ) 
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indique les acides amines similaires. Les acides amines 
presences dans une boite font partie des domaines en 
helice trans-membranaire predits. Les motifs de liaison du 
fer sont surlignes. 

La figure 3 presente I'alignement des sequences en 
acides amines pour la tomate (T) , le poivron (P) et 
Arabidopsis (A) et la sequence consensus. Dans cette 
sequence consensus, les acides amines conserves sont 
indiques en lettre majuscule et les acides amines 
relativement conserves sont indiques en lettre minuscule. 

La figure 4 represente la consommation d'oxygene 
dans des membranes cellulaires de E.coli isolees pour des 
cellules temoins transformees par un vecteur de clonage de 
1* invention et pour des cellules exprimant le produit du 
gene « IMMUTANS » (plastid terminal oxidase) . 

Exemple 1 : Detail du clonage du locus codant pour 
la proteine OTBC 

1- isolement du mutant. 

On a provoque la mutation par 1 • utilisation d'un 
transposon introduit dans le genome de la plante 
Arabidopsis thaliana cultivar landsberg-erecta . 

Cette technique est largement decrite dans un 
article (Long, D. , Martin, M. , Sundberg, E. , Swinburne, 
J., Puangsomlee P., and Coupland, G. (1993) The maize 
transposable element system Ac/ Ds as a mutagen in 
Arabidosis : Identification of an albino mutation induced 
by Ds insertion. Pro. Natl. Science USA, 10, 10370-10374) 
et a ete mise en oeuvre par d'autres au laboratoire de 
George Coupland au John Innes Centre for Plant Science, 
Colney, Norwich, NR4 7UH, Nordwich, Grande-Bretagne. 

La transposition de 1" Element transposable 
Dissociator (Ds) utilise ici a ete declenchee par la 
production de la proteine transposase (ou Transposase de 
l 1 element Activator, Ac). 
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Parmi la descendance d'une plante ayant subi la 
transposition de ^element Ds, on a identifie plusieurs 
plantes a 1" aspect mutant albinos, different du sauvage 
par 1 ' absence de pigmentation verte (chlorophylle) • On a 
5 egalement identifiS des plantes d' aspect sauvage mais qui 
transmettent la mutation a leur descendance. Ces plantes 
sont identifiees comroe heterozygotes, portant la mutation 
sur un seul chromosome. Les plantes homozygotes ont un 
phenotype mutant et portent la mutation sur les deux 
10 chromosomes homologues. 



2- Test de liaison de la mutation a 1' element 
transposable Ds. 

Cette experience a ete faite dans le but de 
15 prouver que la mutation observee est causee par 
1 ' insertion de 1' element Ds dans un gene necessaire au bon 
f onctionnement de la plante et a son aspect sauvage. 

L 1 element transposable, ou transposon, Ds, est 
construit de fagon a porter un gene de resistance a 

2 0 1 1 antibiotique hygromycine (deer it dans les references 

precedentes) . On a fait pousser la descendance de 35 
plantes heterozygotes qui portent la mutation albinos sur 
un milieu gelose contenant une dose letale d 'hygromycine, 
toutes les plantes qui portent la mutation sont aussi 
25 resistantes a 1 'hygromycine. On en tire la conclusion que 
la mutation est liee au gene de resistance porte par le 
transposon. 

On a isole une portion d'ADN de plante resistante 
a 1 • antibiotique hygromycine, jouxtant le transposon. Ceci 

3 0 a 6te fait selon la methode IPCR ou PCR-inverse decrite 

dans les references precedentes. 

Par experience dite de « Southern blot », on a 
remarque que les lignees qui portent la mutation ont une 
alteration de 1 1 ADN genomique. Cette alteration est 
35 rev^lee lorsque l'on utilise comme « sonde » la portion 
d'ADN isolee jouxtant le transposon. 
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3- Isolement du gene 

On a, en utilisant une methode de criblage de 
banque d 1 ADN genomique, isole un clone contenant un 
5 fragment d'ADN genomique pouvant contenir la version 
sauvage inalter^e du gene inter rompu chez le mutant. 

La banque d'ADN criblee a ete construite. Elle est 
decrite dans la publication de Whitelam, G.C., Johnson, 
E. , Peng, J., Carol P., Anderson, M.L. , Cowl, J.S. & 
10 Harberd, N.P. (1993) Phytochrome A null mutants of 
Arabidopsis display a wild-type phenotype in white light. 
The Plant Cell 5, 757-768. 

On a determine la sequence totale d'un fragment de 
restriction obtenu par digestion enzymatique du clone 
15 d'ADN genomique par 1 1 enzyme EcoR I. La sequence obtenue 
couvre 3000 paires de bases. Parmi ces 3000 paires de 
bases, on trouve une partie identique a la sequence du 
fragment bordure prealablement isole, confirmant 
l f identite entre l'ADN isole et le gene interrompu par le 
2 0 transposon. 

4- Isolement et caracterisation de la sequence 

codante . 

On a utilise une banque d'ADNc, qui est une banque 
25 commerciale vendue par CLONTECH Laboratories, Inc.. II 
s'agit d f une banque d • ADNc faite a partir d f ARNm extraits 
d* Arabidopsis thaliana , transformes en ADNc, puis clones 
dans le vecteur plasmidique pGADlO. 

A partir de cette banque de donnees d f ADNc, et 
30 selon les techniques habituelles, utilisant le gene 
identifie precedemment comme sonde, on a isole plusieurs 
clones contenant un ADNc d'une taille d 1 environ 14 00 
paires de bases. 

On a determine la sequence totale de I'ADNc et 
35 montre que celui-ci est entierement compris dans le 
fragment d'ADN genomique prealablement identifie. On a 
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place la partie codante (ou exons) et la partie non 
codante (introns) du gene sur la sequence du gene. Le gene 
porte 9 exons et 8 introns. L" insertion du transposon Ds 
est identifiee au debut du deuxieme exon et vient done 
5 interroitipre la partie codante du gene. 

La sequence de l'ADNc presente un codon de depart 
potentiel suivi par un cadre de lecture ouvert de 350 
acides amines, codant pour une proteine potentielle de 39 
kDa denomme OTBC. Une recherche d 1 homologie en utilisant 

10 le programme blastp [ (Altshul et al. (1997), Gapped BLAST 
and PSI-BLAST : a new generation of protein database 
search programs Nucleics Acids Res. 25, 3389-3402] a 
r^velS une homologie faible mais significative avec des 
polypeptides appartenant & la famille des proteines 

15 oxydase alternative ou terminale oxydase de mitochondries 
(AOX) . Aucune autre homologie significative n'a ete 
trouv^e. L'homologie commence a l f acide amine 111 et 
presente 29% d'identite (45% de similarite) avec 1 1 oxydase 
de soja. Malgre la faible identite avec la proteine AOX, 

2 0 une recherche par ordinateur de structures secondaires et 

des domaines potentiels de la signification biologique ont 
revele une similarite structurale entre la proteine OTBC 
et AOX. Des domaines en helice trans-membranaire trouves 
dans AOX sont situes & des positions similaires sur la 
25 sequence peptidique de l"OTBC, suggerant une localisation 
membranaire de l'OTBC et egalement une configuration 
similaire a celle de l f AOX dans la membrane. De plus, un 
motif de liaison du fer se trouve conserve entre OTBC et 
AOX. L'alignement des sequences entre les proteines OTBC 

3 0 et AOX montre une insertion de 19 acides amines dans la 

proteine OTBC qui correspond a une partie des exons 7 et 
8. 

La sequence N-terminale de la proteine OTBC 
presente les caracteristiques d'un peptide de transit du 
35 chloroplaste, qui est riche en leucine, arginine et 
serine / threonine. Une analyse par ordinateur du 
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potentiel peptide de transit (psort software, Nakai and 
Kanehisa, 1992) a suggere une cible possible de OTBC au 
niveau des compartiments des thylakoides du chloroplaste. 

5 5- Identification de la mutation. 

L' aspect du mutant est proche de celui d'un mutant 
deja decrit dans la litterature : le mutant "immutans", 
Wetzel CM. , Jiang C-Z., Meehan L.J., Voytas D.L., 
Rodermel S.R. (1994) Nuclear-organelle interactions: the 

10 immutans variegation mutant of Arabidopsis is plastid 
autonomous and impaired in carotenoid biosynthesis, Plant 
Journal 6, 161-175. 

On a croise le mutant « immutans » (allele spotty, 
cf. reference precedente) avec celui qui a ete isole selon 

15 1" invention. La descendance du croisement ? est d' aspect 
mutant, ce qui est un resultat attendu si les deux 
mutations affectent le meme gene. On peut done af firmer 
que le gene identifie correspond a la version sauvage du 
locus IMMUTANS et que le mutant obtenu porte une version 

20 interrompue du gene dont le produit est alors inactif . 

Le premier ob j et de la presente invention se 
distingue done du mutant ci-dessus, en ce qu^l code pour 
une proteine presentant une activite enzymatique identique 
ou equivalente a celle de l'OTBC, alors que le produit 

25 code par « immutans » n'a pas d' activite. 

Exemple 2 : construction d'un vecteur de 
1" invention par introduction d'ADNc codant pour l^TBC de 
poivron dans un vecteur d 1 expression de plantes 

30 

Le vecteur pBI121 (commercialise par Clontech 
laboratories, Inc) est un vecteur adapte S cette 
construction . 

II comporte une region T-DNA que la bacterie 
3 5 AgrroJbacteriu/n tumefaciens peut transferer dans le genome 
des plantes. 
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Cette region T-DNA comporte, entre autres, un 
promoteur const itut if (le promoteur nomme 3 5S du virus 
CaMV) , le gdne GUS suivi du terminateur NOS (du gene 
nopaline synthase) . Le gene GUS ne presentant aucun 
5 interet pour !• invention, est remplace par un ADNc codant 
pour l'OTBC. Cet ADNc sera done place sous le controle du 
promoteur 35S et du terminateur NOS. 

Tout autre promoteur constitutif ou non (dans ce 
dernier cas, il devra etre specif ique de 1 * organe dont on 
10 souhaite modifier les proprietes) et tout autre 
terminateur sont egalement utilisables. 

Un ADNc codant pour I'OTBC a ete sous-clone 
originellement dans le site de restriction Notl du 
plasmide bacterien pBluescriptKS : il a ainsi ete flanqufe 
15 de sites de coupures BamHl en 5 ' et Sacl en 3 ' . 

Cet ADNc est excise du plasmide pBluescriptKS par 
les enzymes de restriction BamHl et Sacl. Ce fragment 
BamHI-Sacl est insere dans le vecteur pBI121 lui-meme 
coupe par ces enzymes : le site BamHl se trouve en 3 ' du 
20 promoteur 35S et en 5 1 du gene GUS, le site Sacl se trouve 
en 3* du gene GUS et en 5 1 du terminateur NOS. 

Apres ligation, sont selectionnes les derives du 
vecteur pBI121 dans lequel I'ADNc codant pour l'OTBC 
(c 1 est-a-dire sans intron) a remplace le gene GUS, 

25 

Exemple 3 : Transformation d'une cellule de plante 
pour obtenir une cellule transformee de I 1 invention. 

Le vecteur de transformation de plante derive de 
30 pBI121 obtenu a l'exemple 2 est introduit dans la souche 
d 1 Agrobacterium LBA4404 par electroporation. La souche 
recombinante est selectionnee en presence de 50 /xg/ml de 
kanamycine . 

Cette souche transformee d 'Agrobacterium est 
35 utilisee pour la transformation de cellules de plantes, 
par exemple de tabac* 
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La technique utilisee a cet effet et qui peut etre 
remplacee par toute autre technique de transformation, est 
celle de l 1 infection de disques foliaires de plantules de 
tabac cultivSes in vitro. Les cellules transf orm&es de 
5 plantes sont selectionnees en presence de kanamycine. 
Agrobacterium est elimine par 1 ' antibiotique cefotaxime. 
Les disques foliaires sont cultives sur milieu de culture 
vegetale en presence d' hormones vegetales (auxine et 
cytokinines) favor isant la croissance de cals. Les cals 

10 issus de la croissance des cellules transformees sont 
utilises pour la regeneration de plantes entieres par les 
techniques classiques. Par exemple, les cals sont 
transf §r6s sur milieu de culture vegetale en presence de 
cytokinine pour induire la formation de pousses. Celles-ci 

15 sont ensuite coupees et transferees sur milieu de culture 
vegetale sans hormone afin de regenerer des racines. Les 
antibiotiques kanamycine (afin de select ionner la 
croissance de tissus transformes) et cefotaxime (afin 
d'eliminer completement Agrobacterium) sont maintenus 

20 pendant toutes ces phases de culture. 

Les plantes transformees sont mises en culture 
sterilement en presence de kanamycine et cefotaxime puis 
sont transferees en terre et cultivees en serre jusqu'a la 
recolte des graines. La presence du transgene a ete 

25 confirmee par hybridation de l'ADN genomique de ces 
plantes avec une sonde specifique issue du vecteur de 
transformation utilise. 

Exemple 4 : Clonage et caracter isation d • ADNc de 
30 fruits de poivron et de tomate correspondant a 1' enzyme 
oxydase tenainale associee a la biosynthese des 
carotenoides (OTBC) 

On a utilise la partie d ' ADNc de « immutans » 
35 d'Arabidopsis codant pour le peptide OTBC mature comme 
sonde pour rechercher une banque d 1 ADNc de poivron vert ou 



WO 00/23605 PCT/IB99/01719 



22 

rouge dans des conditions non stringentes, Tous les clones 
positifs qui ont 6te analyses, ont semble deriver du m§me 
gene, comme le suggerent les sequences identiques 
observees dans la region non traduite en 3 » . La sequence 
d • ADN du clone complet est presentee dans la liste de 
sequence sous 1 • identif icateur SEQ ID NO : 3 . La sequence 
deduite en acides amines est presentee dans la liste de 
sequences sous 1 ' identif icateur SEQ ID NO :4. L'ADNc de 
poivron a ensuite ete utilise pour isoler 1 ' ADNc 
correspondant a partir d'une banque d 'ADNc de tomate rouge 
(SEQ ID NO :5) . 

La figure 3 presente la comparaison entre la 
sequence deduite en acides amines precitee et les 
sequences de l"OTBC de poivron et d » Arabidopsis . 

Les peptides de transit utilises pour le ciblage 
dans les plastides ont reveles une similarite de sequence, 
a 1« exception de la region N-terminale et de la region 
pres du site de clivage suppose (ATR/Q-AT) . Les 
polypeptides d'OTBC mature partagent pourtant une forte 
similarite de sequence, ce qui signifie qu'ils presentent 
les memes proprietes. 

Un alignement des sequences de 1 1 OTBC a en outre 
revele la presence de deux domaines trans-membranaires 
potentiels conserves, separes par un segment hydrophile 
fortement conserve. Le domaine N-terminal est 
essentiellement hydrophile et contient un long segment 
d f acides amines faiblement conserves* Le domaine 
c " ter ^inal est aussi principalement hydrophile et contient 
un motif (EAEH) conserve qui concorde avec un site putatif 
de fixation du fer (ExxH) . En outre, la region contient 6 
residus cysteine conserves dans l'OTBC, alors que le reste 
du polypeptide est depourvu de residus cysteine. 

Certains de ces residus cysteine peuvent etre 
impliques dans la dimerisation covalente de la prot^ine. 
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Exemple 5 : Expression des genes de l'OTBC au 
cours du mtlrissement du fruit chez le poivron et la tomate 

Af in de d6f inir le mecanisme d ' expression des 
5 genes de l'OTBC, on a extrait l'ARN total du fruit a 
differents stades du mdrissement . Le mecanisme 
d' expression a ete determine par transription inverse de 
l'ARN total, suivie d'une reaction de polymerisation en 
chaine (RT-PCR) . 

10 Le gene de l'OTBC est exprime au cours du 

developpement et du rnQrissement du fruit pour le poivron. 
En outre, il a un micanisme d 1 expression similaire a celui 
des genes codant pour les carotenolde-desaturases, c'est- 
a-dire la phytoene-desaturase et la zeta-carotene- 

15 desaturase. On observe une augmentation du taux de 
transcription entre le stade vert non mvir et le stade vert 
mCr (fruit d'une taille adulte) , suivie d'une autre 
augmentation entre le stade vert mar et le stade de 
degradation (signes visibles precoces de changement de 

2 0 couleur) . Le taux de transcription reste ensuite assez 
constant (avec une legere diminution au cours de I'etape 
de rougissement) . 

Le gdne de l'OTBC est egalement exprim6 durant le 
developpement et le marissement du fruit chez la tomate. 

25 Chez la tomate, il presente aussi un mecanisme 
d' expression similaire a celui des genes codant pour les 
carotenolde-desaturases (phytoene-desaturase et zeta- 
carot&ne-desaturase) • On observe une augmentation du taux 
de transcription entre le stade vert non mar et le stade 

30 vert mar (fruit d'une taille adulte), suivie d'une autre 
augmentation plus forte entre le stade vert mar et le 
stade de degradation. 

Lorsque l'empreinte de la prot^ine des fruits du 
poivron et de la tomate a ete recherchee, en utilisant des 

35 anticorps diriges contre l'OTBC, ce polypeptide a etS 
retrouve a differents stades de developpement du fruit. 
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Ces essais ont mis en evidence une augmentation du taux de 
la proteine OTBC, depuis le stade vert mUr vers le stade 
de degradation. Ce taux de proteine est reste eleve au 
cours du mtlrissement du fruit. 

Ces resultats demontrent que les genes de l'OTBC 
sont exprimes et que la proteine OTBC est presente dans le 
fruit. De maniere analogue aux enzymes structurales 
intervenant dans la desaturation des carotenoides, le gene 
de l'OTBC est induit et les proteines sont accumulees au 
cours du marissement quand la biosynthese des carotenoides 
est accrue . 

Les resultats exposes dans la description mettent 
en evidence que l'OTBC est un element du systeme de la 
biosynthese des carotenoides. 

On peut envisager d'utiliser la proteine OTBC pour 
modifier la biosynthese des carotenoides, notamment dans 
les tissus ou les cellules vegetales ou dans les bacteries 
presentant un systeme de biosynthese des carotenoides peu 
efficace ou inefficace. L'OTBC pourrait etre produite en 
meme temps que les enzymes structurales de la biosynthese 
des carotenoides pour accroitre I'efficacite de la 
production des carotenoides. 

Exemple 6 : Proprietes catalytiques de l'OTBC 
analysees apres son expression chez E. coli 

Un produit de synthese consistant en la region 
codant pour le polypeptide mature OTBC de AraJbidopsis a 
ete insere dans un vecteur d' expression procaryote (tel 
que PQE31, commercialise par QIAGEN, etant entendu que 
tout autre vecteur conduirait a des resultats identiques) . 

La region codante destinee a etre insiree dans le 
vecteur d • expression peut etre obtenue par clivage $ 
l f aide d' enzymes de restriction intervenant pres des 
codons correspondant au site de clivage du peptide de 
transit. 



WO 00/23605 




PCT/IB99/01719 



25 

Alternativement, une amplification par PCR de la 
region codante peut etre effectuee. Les oligonucleotides 
suivants seront avantageusement utilises pour 
1' amplification de la sequence de I'OTBC d • Arabidopsis : 
5 5 • -GCAACGATTTTGCAAGACG-3 ■ et 

5 • -TTAACTTGTAATGGATTTCTTGAG-3 1 

D'autres produits d* assemblage comportant la 
region codante pour I'OTBC chez d'autres especes (comme le 
poivron ou la tomate) peuvent aussi etre employes. 

10 Ces plasmides peuvent etre introduits dans des 

cellules de E.coli selon des techniques classiques. Afin 
d'obtenir la proteine recombinante chez E.coli, les 
cellules sont cultiy^es dans les conditions suivantes : 
10 ml d'une pre-culture d'une nuit complete dans un milieu 

15 riche sont deposees dans 300 ml de milieu M9 (Na 2 HP0 4 34mM, 
KH 2 P0 4 22mM, NH 4 C1 18 mM, NaCl 8,5 mM, MgS0 4 1 mM, CaCl 2 
0,1 mM, thiamine 1 mM) contenant 0,2% de glycerol et 
l'apport en antibiotique necessaire pour stopper la 
croissance des cellules qui ont perdu le plasmide. Le 

20 developpement des bacteries est poursuivi a 37 °C sous 
agitation vigoureuse jusqu'a la phase de developpement mi- 
exponentielle, de preference jusqu'a lecture d'une densite 
optique de 0,3 a 600 nm. 

Apres induction de ce gene chimere par 1 * inducteur 

25 IPTG et addition de FeS0 4 a 1 mg/1, la culture est 
entretenue a 25 °C sous agitation vigoureuse pendant 
3 heures. Les cellules sont ensuite recueillies par 
centrif ugation a 4°C, lavees avec du MgCl 2 10 mM, du 
saccharose 0,75 M, du Tris-HCl 20 mM, a pH 7,5, et de 

3 0 nouveau centrif ugees . Les cellules sont ensuite mises en 
suspension dans du saccharose 0,75 M, du Tris-HCl 20 mM, a 
pH 7,5, et lysees par addition de lysozyme (0,2 mg/ml) et 
de EDTA (25 mM) h 30 °C pendant 3 0 minutes, puis soumises a 
un choc osmotique par addition de deux volumes d'eau, puis 

35 traitees aux ultrasons a 0°C. Une centrif ugation standard 
dans une centrif ugeuse a vitesse lente permet d'eliminer 
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les cellules non lysees et les debris. Une centrif ugation 
a grande vitesse (par exemple dans un rotor 50Ti de 
Beckman a 40 000 tours / min) a 4°C conduit a l'obtention 
d*une membrane qui est mise en suspension dans du 
saccharose 0,75 M, Tris-HCl 20 mM, a pH 7,5, et maintenue 
a 4°C. 

Pour tester 1" activite enzymatique de l'OTBC, la 
consommation d 1 oxygene par les membranes resultantes est 
mesuree a l»aide d'une electrode a oxygene standard et est 
exprimee en nmoles d , 0 2 consomme par minute et par gramme 
de proteine. 

Comme le montre la Figure 4, !• addition de NADH 
provoque la consommation d 1 oxygene a la fois dans la 
membrane temoin (transformee par le vecteur de clonage) et 
dans la membrane contenant l^TBC. Cette consommation 
d 1 oxygene augmente lorsque 1 ' on ajoute de la plastoquinone 
0,2 mM. L'addition de KCN inhibe fortement la consommation 
d' oxygene dans les membranes temoins. Dans les membranes 
contenant l'OTBC, on observe une consommation d' oxygene 
resistant au cyanure elevee. Ceci reflete !• activite 
oxydoreductase plastoquinol : oxygene de I'OTBC, laquelle 
activite peut etre inhibee par addition de gallate de 
n-propyle (nPG) 0,5 mM. L'addition de nPG (0,5 mM) a la 
membrane temoin avant le KCN ne produit pas d'effet 
indiquant que le compose n 1 interfere pas avec le flux 
normal d 1 electrons dans les membranes de E.coli (Figure 
4) . 

Ce test peut etre utilise pour etudier le pouvoir 
inhibiteur d f un compose sur 1» activite de I'OTBC. Ainsi un 
inhibiteur peut etre controle quand il n'a pas d'effet sur 
la chaine respiratoire endogene de E.coll, en particulier 
sur le complexe I de la chaine qui oxyde NADH. Neanmoins, 
si tel est le cas, NADH peut etre substitue par le 
succinate en tant que donneur d' electrons sans passer par 
le complexe I. Tout inhibiteur de 1 1 activite de l f OTBC 
peut etre teste sur des plants appropries, par arrosage du 
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sol, addition d'un milieu de culture et depot direct sur 
les feuilles, vis-a-vis de I 1 inhibition de la biosynthese 
des carotenoldes entrainant un blanchiment et alors 
trouver une application comme herbicide. 

L'essai deer it peut etre modifie pour realiser un 
criblage a grande echelle d • inhibiteurs de l'activite de 
l'OTBC, et leur application en tant qu "herbicide. Dans ce 
cas, la mesure de la consommation d ' oxygene a l'aide d'une 
electrode a oxygene sera de preference remplacee par une 
autre methode de mesure. 

L'activite oxydase de l'OTBC peut etre determinee 
en mesurant la consommation de NADH au cours de la 
reaction, par exemple, par spectrophotometrie, en mesurant 
1'absorbance a 340 nm. La consommation de NADH et la 
production de NAD au cours de l'essai doit entrainer une 
diminution de l'absorbance a 34 0 nm. Alternativement , on 
peut utiliser toute coloration specif ique de NAD ou de 
NADH pour controler les changements de NAD ou de NADH 
pendant l'essai. 

Si l'on utilise le succinate comme donneur 
d' electrons, dans l'essai, l'activite respiratoire des 
membranes bacteriennes conduira a l'oxydation du succinate 
en fumarate. Alors l'activite de l'OTBC pourra etre suivie 
en presence de KCN, en mesurant les concentrations en 
succinate et fumarate qui evoluent au cours de l'essai. 

Selon une autre possibility, on peut utiliser un 
donneur d' electrons artificiel. Le Pheazine Meto-sulfate 
(PMS) en est un exemple. II peut etre oxyde par la 
succinate dehydrogenase des membranes bacteriennes ; il 
est incolore a l'etat reduit et est colore en jaune a 

l'etat oxyde. 

Des echantillons de membrane bacterienne contenant 
l'OTBC vont oxyder le PMS en presence de KCN. Un 
inhibiteur de 1' activity de l'OTBC empechera 1 ' apparition 
de la couleur jaune due a l'oxydation du PMS. Ce test de 
mise en oeuvre simple peut etre conduit dans des boites 
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multi-puits permettant de realiser un depistage en masse 
de molecules capables d'inhiber I'activite de l'OTBC. 
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REVENDI C AT I ONS 

1. Sequence d ' ADN , comprenant au moins une region 
codante const ituee par: 

- la sequence nucleotidique representee par 
SEQ ID NO: 1, transcrivant un ARNm, cet ARNm codant pour 
1' enzyme Oxydase Terminale associee a la Biosynthese des 
Carotenoides (OTBC) decrite par SEQ ID NO: 2, 

- la sequence nucleotidique modifiee de la 
sequence SEQ ID NO:l, telle que decrite ci-dessus, 
particulierement par mutation et/ou addition et/ou 
suppression et/ou substitution d'un ou de plusieurs 
nucleotide (s) , cette sequence modifiee transcrivant un 
ARNm lui-meme codant; pour l'OTBC decrite par SEQ ID NO: 2, 
ou codant pour une proteine modifiee de ladite OTBC, 
ladite proteine modifiee ayant une activite enzymatique 
equivalente & celle de I 1 OTBC decrite par SEQ ID NO: 2. 

2. Sequence d 'ADN comprenant au moins une region 
codante const ituee par: 

- la sequence nucleotidique complementaire de 
celle representee par SEQ ID NO:l, cette sequence 
transcrivant un ARNm anti-sens capable de s'hybrider avec 
1 'ARNm code par la sequence SEQ ID NO: 1, 

- la sequence nucleotidique modifiee de la 
sequence decrite ci-dessus, par mutation et/ou addition 
et/ou suppression et/ou substitution d'un ou plusieurs 
nucleotide (s) , cette sequence modifiee transcrivant un 
ARNm anti-sens capable de s'hybrider avec un ARNm 
merit ionne ci-dessus , 

- un fragment de 1'une des sequences 
nucleotidiques mentionnees ci-dessus, ledit fragment 
transcrivant un ARNm anti-sens capable de s'apparier avec 
1 ' ARNm code par la sequence complementaire de SEQ ID NO:l. 

3. ARNm transcrit a partir de la sequence d 1 ADN 
selon la revendication 1, et plus particulierement 
transcrit a partir de la sequence d 'ADN complementaire 
representee par SEQ ID NO:l, ledit ARNm codant pour 
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l 1 enzyme OTBC dfecrite par SEQ ID NO: 2, ou pour un fragment 
ou une proteine modifiee de 1' enzyme, et presentant une 
activite qui est equivalente a ladite enzyme dans la 
plante. 

4. ARNm anti-sens transcrit a partir de la 
sequence d 1 ADN complementaire selon la revendication 2, 
comprenant des nucleotides qui sont complementaires de la 
totalite ou d'une partie des nucleotides constituant 
l'ARNm natif, et capables de s'hybrider avec ledit ARNm. 

5. Proteine ayant 1' activite de 1' enzyme OTBC 
native decrite par SEQ ID NO: 2, ou toute proteine modifiee 
de ladite enzyme OTBC, particulierement par addition et/ou 
suppression et/ou substitution d'un ou plusieurs acides 
amines, ou tout fragment provenant de 1" enzyme OTBC ou 
d'une sequence modifiee de 1« enzyme, ladite proteine 
modifiee ou fragment presentant une activite enzymatique 
equivalente a celle de 1 1 enzyme OTBC. 

6. Complexe forme entre un ARNm anti-sens selon la 
revendication 4 , et un ARNm codant pour une enzyme OTBC 
dans la plante. 

7. ADN recombine caracterise en ce qu'il comprend 
une sequence d 1 ADN selon la revendication 1, ladite 
sequence etant inseree dans une sequence heterologue, 
lesdites sequences transcrivant tout ou partie d'une 
sequence ARNm codant pour tout ou partie de 1' enzyme OTBC, 
cette derniere ayant une activite enzymatique equivalente 
a I 1 enzyme OTBC de la plante. 

8. ADN recombine caracteris6 en ce qu'il comprend 
tout ou partie d'une sequence d'ADN selon la revendication 
2, ladite sequence etant inseree dans une sequence 
heterologue, lesdites sequences transcrivant tout ou 
P a rtie d'une sequence ARNm anti-sens capable de s'apparier 
avec un ARNm codant pour une enzyme OTBC dans la plante. 

9. ADN recombine selon la revendication 7 ou 8, 
caracterise en ce qu'il comprend les elements necessaires 
pour contrSler 1' expression de la sequence nucleotidique 
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inseree, particulierement une sequence promotrice et une 
sequence de tenainaison de transcription. 

10. Vecteur de transformation de plantes, adapte 
pour augmenter la biosynthese des carotenoides, comprenant 
tout ou partie de la sequence nucleotidique SEQ ID NO:l 
selon la revendication 1, codant pour tout ou partie d'une 
enzyme impliquee dans la synthese des carotenoides, 
decrite par SEQ ID NO: 2, precede par une origine de 
replication de la transcription des plantes, de maniere a 
ce que le vecteur puisse generer de l'ARNm dans les 
cellules des plantes. 

11. Vecteur de transformation de plantes, adapte 
pour diminuer ou arreter la biosynthese des carotenoides, 
comprenant tout ou partie du brin de la sequence 
nucleotidique complementaire de SEQ ID NO:l selon la 
revendication 2, precede par une origine de replication de 
la transcription des plantes, de maniere a ce que le brin 
complementaire transcrit puisse s'apparier a 1 • ARNm codant 
pour 1« enzyme OTBC de la plante impliquee dans la synthese 

des carotenoides. 

12. Cellule de plante transformee par un vecteur 

selon la revendication 10 ou 11. 

13. Plante, ou fragment de plante, 
particulierement fruit, graine, petale, feuille, 
comprenant des cellules selon la revendication 12. 

14. Procede pour modifier la production de 
carotenoides dans une plante, soit en augmentant la 
production de carotenoides, soit en abaissant ou inhibant 
la production de carotenoides par la plante, relativement 
au contenu normal de carotenoides produits par la plante, 
ledit procede comprenant la transformation de cellules 
desdites plantes a transformer avec un vecteur selon la 
revendication 10 ou 11. 

15. Procede pour produire des carotenoides dans 
une cellule de plante, ou eucaryote ou procaryote, ledit 
procede comprenant la transformation de cellules desdites 
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plantes, des cellules eucaryotes ou procaryotes a 
transformer avec un vecteur selon la revendication 10. 

16 • Procede pour la selection de compose 
presentant un caractere herbicide, selon lequel on met en 
contact ledit agent avec des cellules ou des membranes de 
cellules de la revendication 12, et on observe une 
diminution de la consommation d'oxygene par les membranes 
desdites cellules, liee a 1 » inhibition de I'oxydase 
terminale associee a la biosynthese des carotenoides. 
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FIG1 

CCG CTC ACA TTG GGA TTC GTC ATT CTT CTT CTA AAA CCC GCA AAA TTT CTC CAT TTC TAC 
CAA AAA TAT CCA ACT TTT ACT TTT CTT TCC TGT GAA ATT ATC TGC TCA AAT CTT TGG TTC 
CTG ACG GAG ATG GCG GCG ATT TCA GGC ATC TCC TCT GGT ACG TTC ACG ATT TCA CGG CCT 
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TTG GTT ACT CTT CGA CGC TCT AGA GCC GCC GTT TCG TAC AGC TCC TCT CAC CGA TTG CTT 
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IcG ATT TTG CAA GAC GAT GAA GAG AAA GTG GTG GTG GAG GAA TCG TTT AAA GCC GAG ACT 
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TCT ACT- GGT ACA GAA CCA CTT GAG GAG CCA AAT ATG AGT TCT TCT TCA ACT AGT GCT TTT 
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ETWIIKLEQGVNVFLTDSVI 

AAG ATA CTT GAC ACT TTG TAT CGT GAC CGA ACA TAT GCA AGG TTC TTT GTT CTT GAG ACA 
KILD TLYRDRTYARFFVLET 

ATT GCT AGA GTG CCT TAT TTT ^CG TTT ATG TCT GTG CTA CAT ATG TAT GAG ACC TTT GGT 

iarvpyfafmsvlhmyetfg 

TGG TGG AGG AGA GCA GAT TAT TTG AAA GTA CAC TTT GCT GAG AGC TGG AAT GAA ATG CAT 
WWRRADYLKVHFAESWNEMH 

CAC TTG CTC ATA ATG GaSsAA TTG GGT GGA AAT TCT TGG TGG TTT GAT CGT TTT CTG GCT 
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RRPVIENLYDVFVN IRDDEA 

GAA ^ CAC TGC AAG ACA ATG AGA GCT TGT CAG ACT CTA GGC AGT CTG CGT TCT CCA CAC TCC 
EHCKTMRACQTLGSLRS PHS 

ATT ^ TTA GAT GAT GAT GAT ACT GAA GAA GAA TCA GGG TGT GTT GTT CCT GAG GAG GCT CAT 
ILD DDDTEEESGCVVPEEAH 

TGC^GAA GGT ATT GTA GAC TGC CTC AAG AAA TCC ATT ACA AGT TAA TAA ATT AGA AAG TAA 
CEGIVDCLKKSITS 

ACT^AAA AAA GAT TAT TTG TAT CAG CTC ATG AAC AAT AGA TAT AAT CCC ATA TAC TTG GGA 
1261 

ATA AAG GAA TAA TGT GAA ATT CCC ATC GTT GTG CTA GTG TGT GAG AGA ATC AAA TAC CCT 
1321 

AAT GAT GTA AAT GTA CTT TGA TGA GCT TAA GTC GTT GTA GAC CAT TTT ATC AAA AAA AAA 
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FIGt 3 

T 1 MAISISAMSFGTSVSSYSCFRARSFEKSSVLCNSQNPCRFNSVFP. IRKSDGASRCSVSR 

P 1 MAISISAMSFRTSVSS SY ♦ . SAFLCNSKNPFCLNSLFS • LRNSHRTFQPSLSR 

A 1 MA.AISGISSGTLTIS RPLVTLRRS RAAVS Y S S S HRLLHHLPL S S RRLLLR 

consensus 

1 MA ISamS TS L S Sir IR 

T 60 KSCRVRATLLQENEEEVVVEKSFAPKSFPDNVGGGSNGKPPDDSSS . NGLE KWV I KLEQS 
P 51 KSSRVRATLLKENEEEVVVEKSFAPKSFPGNVGGGNNGEPPDNSSS . NGLEKWVIKIEQS 
A 51 NNHRVQATILQDDEEKVWEESFKAE. . . TSTGTEPLEEPNMSSSSTSAFETWIIKLEQG 
consensus 

61 RV AT II* e EE VWE SF G P SSS g E WvIKiEQ 

T 119 VN I LLTD S V I KI LDTLYHNRNY ARFFVLET I ARVPYFAF I SVLHMYE S FGWWRRAD YMKV 
P 110 VNIFLTDSVIKILDTLYHDRHYARFFVLETIARVPYFAFISVLHLYESFGWWRRADYLKV 
A 108 VNVFLTDSVIKILDTLYRDRTY ARFFVLET I ARVPYFAFMSVLHMYETFGWWRRADYIiKV 
consensus 

121 VNi LTDSVIKILDTLYh R Y ARFFVLE T I ARVP Y FAFiSVLHl YE 3 FGWWRRAD Y1KV 

T 179 HFAESWNEMHHLLIMEELGGNAWWFDRFLAQHIAIFYYFMTVLMYALSPRMAYHFSECVE 
P 170 HFAESWNEMHHLLIMEELGGNAWWFDRFLAQHIAVFYYFMTVSMYALSPRMAYHFSECVE 
A 168 HFAESWNEMHHLLIMEELGGNSWWFDRFLAQHIATFYYFMTVFLYILSPRMAYHFSECVE 
Consensus 

181 HFAESWNEMHHLLIMEELGGN WWFDRFLAQH I A FYYFMTV mY LSPRMAYHFSECVE 

T 239 SHAYETYDKFIKDQGEELKNLPAPKIAVDYYTGGDLYLFDEFQTSREPNTRRPKIDNLYD 
P 230 HHAYETYDKFIKDQEAELKKLPAPKIAVSYYTGGDLYLFDEFQTSREPNTRRPKIDNLYD 
A 227 SHAYETYDKFLKASGEELKNMPAPDIAVKYYTGGDLYLFDEFQTSRTPNTRRPVIENLYD 

Consensus 

241 HAYETYDKFiK ELK 1PAP IAV YYTGGDLYLFDEFQTSR PNTRRP IdNLYD 

T 299 VFMNIRDDEAEHCKTMKACQTHGSLRSPHTD . PCDDSEDDTGCSVP . QADCIGIVDCIKK 
P 290 VFMNIRDDEAEHCKTMKACQTHGSLRSPHTN . PCDESEDDPGCSVP . QADCVGIVDCITK 
A 287 VFVNIRDDEAEHCKTMRACQTLGSLRSPHSILDDDDTEEESGCWPEEAHCEGIVDCLKK 

Consensus 

301 VFmN I RDDE AEHCKTMkACQT GSLRSPHt DdsEdd GC VP AC GIVDCi K 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> UNIVERSITE JOSEPH FOURIER 



<120> Sequence d'ADNc transcrivant un ARNm codant pour 
1 1 oxydase terminale associee a la biosynthese des 
carotenoldes et utilisations 



<130> OTBC 



<140> 
<141> 

<150> FR9813283 
<151> 1998-10-20 



<160> 5 



<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 1396 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 



<400> 1 

ccgctcacat tgggattcgt cattcttctt ctaaaacccg caaaatttct ccatttctac 60 
caaaaatatc caacttttac ttttctttcc tgtgaaatta tctgctcaaa tctttggttc 120 
ctgacggaga tggcggcgat ttcaggcatc tcctctggta cgttgacgat ttcacggcct 180 
ttggttactc ttcgacgctc tagagccgcc gtttcgtaca gctcctctca ccgattgctt 240 
catcatcttc ctctctcttc tcgtcgtctg ctattaagga acaatcatcg agtccaagca 300 
acgattttgc aagacgatga agagaaagtg gtggtggagg aatcgtttaa agccgagact 360 
tctactggta cagaaccact tgaggagcca aatatgagtt cttcttcaac tagtgctttt 420 
gagacatgga tcatcaagct tgagcaagga gtgaatgttt tccttacaga ctcggttatt 480 
aagatacttg acactttgta tcgtgaccga acatatgcaa ggttctttgt tcttgagaca 540 
attgctagag tgccttattt tgcgtttatg tctgtgctac atatgtatga gacctttggt 600 
tggtggagga gagcagatta tttgaaagta cactttgctg agagctggaa tgaaatgcat 660 
cacttgctca taatggaaga attgggtgga aattcttggt ggtttgatcg ttttctggct 720 
cagcacatag caaccttcta ctacttcatg acagtgttct tgtatatctt aagccctaga 780 
atggcatatc acttttcgga atgtgtggag agtcatgcat atgagactta tgataaattt 840 
ctcaaggcca gtggagagga gttgaagaat atgcctgcac cggatatcgc agtaaaatac 900 
tatacgggag gtgacttgta cttatttgat gagttccaaa catcaagaac tcccaatact 960 
cgaagaccag taatagaaaa tctatacgat gtgtttgtga acataagaga tgatgaagca 1020 
gaacactgca agacaatgag agcttgtcag actctaggca gtctgcgttc tccacactcc 1080 
attttagatg atgatgatac tgaagaagaa tcagggtgtg ttgttcctga ggaggctcat 1140 
tgcgaaggta ttgtagactg cctcaagaaa tccattacaa gttaataaat tagaaagtaa 1200 
actaaaaaag attatttgta tcagctcatg aacaatagat ataatcccat atacttggga 1260 
ataaaggaat aatgtgaaat tcccatcgtt gtgctagtgt gtgagagaat caaataccct 1320 
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aatgatgtaa atgtactttg atgagcttaa gtcgttgtag accattttat caaaaaaaaa 1380 
aaaaaaaaaa aaaaaa 1396 



<210> 2 
<211> 351 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 2 

Met Ala Ala He Ser Gly He Ser Ser Gly Thr Leu Thr He Ser Arg 
15 10 15 

Pro Leu Val Thr Leu Arg Arg Ser Arg Ala Ala Val Ser Tyr Ser Ser 
20 25 30 

Ser His Arg Leu Leu His His Leu Pro Leu Ser Ser Arg Arg Leu Leu 
35 40 45 

Leu Arg Asn Asn His Arg Val Gin Ala Thr He Leu Gin Asp Asp Glu 
50 55 60 

Glu Lys Val Val Val Glu Glu Ser Phe Lys Ala Glu Thr Ser Thr Gly 
65 70 75 80 

Thr Glu Pro Leu Glu Glu Pro Asn Met Ser Ser Ser Ser Thr Ser Ala 
85 90 95 

Phe Glu Thr Trp He He Lys Leu Glu Gin Gly Val Asn Val Phe Leu 
100 105 110 

Thr Asp Ser Val He Lys He Leu Asp Thr Leu Tyr Arg Asp Arg Thr 
115 120 125 

Tyr Ala Arg Phe Phe Val Leu Glu Thr lie Ala Arg Val Pro Tyr Phe 
130 135 140 

Ala Phe Met Ser Val Leu His Met Tyr Glu Thr Phe Gly Trp Trp Arg 
145 150 155 160 

Arg Ala Asp Tyr Leu Lys Val His Phe Ala Glu Ser Trp Asn Glu Met 
165 170 175 

His His Leu Leu He Met Glu Glu Leu Gly Gly Asn Ser Trp Trp Phe 
180 185 190 

Asp Arg Phe Leu Ala Gin His He Ala Thr Phe Tyr Tyr Phe Met Thr 
195 200 205 
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Val Phe Leu Tyr 
210 

Cys Val Glu Ser 
225 

Ser Gly Glu Glu 



Tyr Tyr Thr Gly 
260 

Arg Thr Pro Asn 
275 

Phe Val Asn He 
290 

Ala Cys Gin Thr 
305 

Asp Asp Asp Thr 



His Cys Glu Gly 
340 



He Leu Ser Pro 
215 

His Ala Tyr Glu 
230 

Leu Lys Asn Met 
245 

Gly Asp Leu Tyr 



Thr Arg Arg Pro 
280 

Arg Asp Asp Glu 
295 

Leu Gly Ser Leu 
310 

Glu Glu Glu Ser 
325 

He Val Asp Cys 



Arg Met Ala Tyr 
220 

Thr Tyr Asp Lys 
235 

Pro Ala Pro Asp 
250 

Leu Phe Asp Glu 
265 

Val He Glu Asn 



Ala Glu His Cys 
300 

Arg Ser Pro His 
315 

Gly Cys Val Val 
330 

Leu Lys Lys Ser 
345 



His Phe Ser Glu 



Phe Leu Lys Ala 
240 

He Ala Val Lys 
255 

Phe Gin Thr Ser 
270 

Leu Tyr Asp Val 
285 

Lys Thr Met Arg 



Ser He Leu Asp 
320 

Pro Glu Glu Ala 
335 

He Thr Ser 
350 



<210> 3 
<211> 1387 
<212> ADN 
<213> poivron 

<400> 3 

ccacgcgtcc gataaaaaaa tcaagaatgg cgatttccat atctgctatg agttttcgaa 60 

cttcagtttc ttcttcatat tcagcatttt tgtgcaattc caagaaccca ttttgtttga 120 

attctctatt ttcacttagg aattctcata gaacttttca gccttcgtta tcaaggaaat 180 

caagtagagt tcgagcaacg ttgttaaaag agaatgaaga agaagtggtt gtggagaaat 240 

cttttgcacc taagagtttt cctggtaatg tgggaggggg aaataatggg gagccacccg 300 

ataattcatc ctcgaacggt ctggagaaat gggttataaa gattgagcag tctgtaaata 360 

tctttctcac ggattcagtg ataaagattc ttgacacttt gtatcacgac cgacactatg 420 

cgaggttttt cgttctggaa acaattgcaa gagttcctta ttttgcattt atatctgttc 480 

ttcacttgta cgagagcttt ggttggtgga gacgagcaga ttatctgaag gtgcattttg 540 

ccgagagctg gaatgagatg caccatttac tcattatgga ggaattaggt ggaaatgctt 600 

ggtggtttga ccgattcctt gcgcaacata ttgctgtatt ctattatttc atgacagtct 660 

cgatgtatgc tttgagcccg agaatggcat atcatttctc tgaatgtgtg gagcaccatg 720 
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catacgagac ttacgataaa ttcatcaagg atcaagaagc ggaattgaag aaattgcccg 780 

ctccaaagat tgcagtgagc tactacaccg gaggtgactt gtatttgttc gatgagtttc 840 

aaacatcacg agagcctaat actcgaaggc caaaaataga taatctgtac gacgtattca 900 

tgaacatcag agatgacgaa gcagagcatt gtaagacaat gaaagcgtgt caaacccatg 960 

ggagcctccg ctcccctcac acaaatccat gcgatgagtc tgaagacgat ccaggttgtt 1020 

cagtgcctca ggccgattgt gtaggtatcg tggattgtat aacgaaatct gtcgctgatc 1080 

ctaacgtcgg cagaaggtag ggaaaggaaa aacgcagaac gaaactatac atgtatatac 1140 

cagtacagcc aaatatacaa gaaatataca tacatattgt atcttttact ctctgaggaa 1200 

gagcttgtca aattgcccaa aaaatgggta ggcacttggt tttgttttca cctttcaata 1260 

atttgtacta aactatgaac aaatttgctc cggcacacta caactccata ggggtcctgt 1320 

tacgcttctg aactaaattt taacatattt ttgtcaacct tctcagcaaa aaaaaaaaaa 1380 
aaaaaaa 1387 



<210> 4 
<211> 357 
<212> PRT 
<213> poivron 

<400> 4 

Met Ala lie Ser lie Ser Ala Met Ser Phe Arg Thr Ser Val Ser Ser 
15 10 15 

Ser Tyr Ser Ala Phe Leu Cys Asn Ser Lys Asn Pro Phe Cys Leu Asn 
20 25 30 

Ser Leu Phe Ser Leu Arg Asn Ser His Arg Thr Phe Gin Pro Ser Leu 
35 40 45 

Ser Arg Lys Ser Ser Arg Val Arg Ala Thr Leu Leu Lys Glu Asn Glu 
50 55 60 

Glu Glu Val Val Val Glu Lys Ser Phe Ala Pro Lys Ser Phe Pro Gly 
65 70 75 80 

Asn Val Gly Gly Gly Asn Asn Gly Glu Pro Pro Asp Asn Ser Ser Ser 
85 90 95 

Asn Gly Leu Glu Lys Trp Val lie Lys lie Glu Gin Ser Val Asn lie 
100 105 110 

Phe Leu Thr Asp Ser Val lie Lys lie Leu Asp Thr Leu Tyr His Asp 
115 120 125 

Arg His Tyr Ala Arg Phe Phe Val Leu Glu Thr lie Ala Arg Val Pro 
130 135 140 

Tyr Phe Ala Phe He Ser Val Leu His Leu Tyr Glu Ser Phe Gly Trp 
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145 150 155 160 

Trp Arg Arg Ala Asp Tyr Leu Lys Val His Phe Ala Glu Ser Trp Asn 
165 170 175 

Glu Met His His Leu Leu He Met Glu Glu Leu Gly Gly Asn Ala Trp 
180 185 190 

Trp Phe Asp Arg Phe Leu Ala Gin His He Ala Val Phe Tyr Tyr Phe 
195 200 205 

Met Thr Val Ser Met Tyr Ala Leu Ser Pro Arg Met Ala Tyr His Phe 
210 215 220 

Ser Glu Cys Val Glu His His Ala Tyr Glu Thr Tyr Asp Lys Phe lie 
225 230 235 240 

Lys Asp Gin Glu Ala Glu Leu Lys Lys Leu Pro Ala Pro Lys lie Ala 
245 250 255 

Val Ser Tyr Tyr Thr Gly Gly Asp Leu Tyr Leu Phe Asp Glu Phe Gin 
260 265 270 

Thr Ser Arg Glu Pro Asn Thr Arg Arg Pro Lys lie Asp Asn Leu Tyr 
275 280 285 

Asp Val Phe Met Asn He Arg Asp Asp Glu Ala Glu His Cys Lys Thr 
290 295 300 

Met Lys Ala Cys Gin Thr His Gly Ser Leu Arg Ser Pro His Thr Asn 
305 310 315 320 

Pro Cys Asp Glu Ser Glu Asp Asp Pro Gly Cys Ser Val Pro Gin Ala 
325 330 335 

Asp Cys Val Gly lie Val Asp Cys lie Thr Lys Ser Val Ala Asp Pro 
340 345 350 



Asn Val Gly Arg Arg 
355 



<210> 5 
<211> 1284 
<212> ADN 
<213> tomate 
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<400> 5 

gaattcggca cgagcggcac gagcagaaaa ctaacaactt tcccactttg gaattttctt 60 
taccttacct aagaagggta ttaatttgat tcttgtggga aggaagaagg atcaagaatg 120 
gcgatttcga tttctgctat gagttttgga acctcagttt cttcatattc ttgttttaga 180 
gctaggagtt ttgagaagtc atcagtttta tgcaattccc agaacccatg tcggtttaat 240 
tctgtttttc cgattcggaa atctgatggg gcttcacggt gttctgtttc taggaaatca 300 
tgtagagttc gagcaacgtt gttacaagag aatgaagaag aagtggttgt ggagaaatct 360 
tttgcaccta agagttttcc tgataacgtg ggagggggaa gtaatgggaa gccaccagat 420 
gattcatcct ctaacggtct agagaaatgg gttataaagc ttgagcagtc tgtaaatatc 480 
ttactcacgg attcagtgat aaagattctt gacactttgt atcacaaccg aaactatgcg 540 
aggttttttg ttctggaaac aattgcaagg gttccttatt ttgcatttat atcggttctt 600 
cacatgtatg agagctttgg ctggtggaga agggcagatt atatgaaagt gcattttgct 660 
gaaagctgga atgagatgca ccatttgctc attatggaag aattaggggg aaatgcttgg 720 
tggtttgatc gatttcttgc acaacatata gctatattct attatttcat gacagtcttg 780 
atgtatgctt tgagcccgag aatggcatat catttctctg aatgtgtgga gagccatgca 840 
tacgagactt acgataaatt catcaaggat caaggagagg aattgaagaa tttgcccgct 900 
ccaaagattg cagtggacta ctacacggga ggtgacttat atttatttga tgagtttcaa 960 
acttcacgag agcctaatac tcgaagacca aaaatagata atctctatga cgtattcatg 1020 
aacattagag atgacgaagc agagcattgt aaaacgatga aagcctgtca aactcacggg 1080 
agccttcgtt ctccacacac agatccatgc gatgattctg aagatgatac agggtgttcc 1140 
gtacctcaag ctgattgtat aggtatcgtg gattgtataa agaagtcagt caccgatact 1200 
caagtaacca aaaggtagga aaaggaaaaa cgcggacaaa ctatacttgt atatactagt 1260 
atagacaaaa aaaaaaaaaa aaaa 1284 
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□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 
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□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 



(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 

II. Priorite 

1 . □ Le present rapport a ete formulee comme si aucune priorite n'avait ete revendiquee, du fait que les 

documents suivants n'ont pas ete remis dans le delai present : 

□ copie de la demande anterieure dont la priorite a ete revendiquee. 

□ traduction de la demande anterieure dont la priorite a ete revendiquee. 

2. □ Le present rapport a ete formulee comme si aucune priorite n'avait ete revendiquee, du fait que la 

revendication de la priorite a ete jugee non valable. 

Pour les besoins du present rapport, la date de depot international indiquee plus haut est done 
consideree comme la date pertinente. 

3. Observations complementaires, le cas echeant : 
voir feuille separee 

V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



70.2(c)) : 



1. 



Declaration 



Nouveaute 



Oui : Revendications 1, 3, 5-16 
Non : Revendications 2, 4 



Activite inventive 



Oui : Revendications 1, 3, 5-16 
Non : Revendications 2, 4 



Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-16 

Non : Revendications aucune 
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2. Citations et explications 
voir feuille separee 



• 
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Honcernant le point II 
Priorite 

L'objet de la presente demande relatif a un precede pour la selection de composes 
presentant un caractere herbicide et consistant a mettre en contact des cellules ou des 
membranes de cellules selon la revendication 12 avec ledit agent (revend.cat.on 16) 
est absent du document de priorite puisqu'il a ete introduit pour la premiere fois a la 
date de depot de la presente demande. La priorite revendiquee n'est done pas valable 
pour ledit objet. 

Les documents suivants ont ete cites en tant que documents P: 

PLANT CELL, Vol. 1 1 , janvier 1999, pages 57-68, Carol et al. 'Mutations in the 

Arabidopsis gene IMMUTANS cause a variegated phenotype by inactivating a 

chloroplast terminal oxidase associated with phytoene desaturation' 

PLANT CELL, Vol. 1 1 , janvier 1999, pages 43-55, Wu et al. The IMMUTANS 

variegation locus of Arabidopsis defines a mitochondrial alternative oxidase homolog 

that functions during early chloroplast biogenesis'. 

Cependant, les documents en question ne decrivent ni suggerent un tel precede: Us ne 
sont done pas utilises pour I'etablissement de la presente opinion. 

Concernan t le point V . „ 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'act.vite 
inventive et la possibility duplication industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1 • Newman et al. 'Genes galore: a summary of methods for accessing results from 
large-scale partial sequencing of anonymous Arabidopsis cDNA clones' EMBL 
SEQUENCE DATA LIBRARY, 3 fevrier 1995 

D2: Bevan et al. 'Arabidopsis thaliana chromosome 4, BAC clone T10I14' EMBL 
SEQUENCE DATA LIBRARY, 3 fevrier 1998 

1 D1 et D2 decrivent de maniere implicite les sequences anti-sens des 
revendications 2 et 4. 

En consequence, l'objet des revendications 2 et 4 ne satisfait pas les cnteres de 
I'Articles 33(2) PCT relatifs a la nouveaute. 
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2. Les autres revendications satisfont les criteres de I'Article 33(2) relatifs a la 
nouveaute et les criteres de I'Article 33(3) relatifs a I'activite inventive. 

3. Des doutes peuvent etre emis quant a I'utilite (c'est-a-dire les possibilites 
d'applications industrielles) du complexe de la revendication 6 (Article 33(4) 
PCT). En particulier, la contribution dudit complexe a la solution au probleme 
technique sous-jacent dans la presente demande parait floue (Article 5 PCT) 
meme s'il est evident qu'un tel complexe doit etre obtenu in vivo entre ARNm 
natifs et ARN antisens resultant de I'expression d'un acide nucleique exogene afin 
d'inhiber I'expression de la proteine OTBC. En tout etat de cause, rien dans la 
presente demande ne permet de savoir a quelle fin la production d'un tel 
complexe serait necessaire industriellement 
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